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El conocimiento de los genes clave que afectan al desarrollo de las plantas y su 
interacción con agentes externos es un aspecto muy importante, tanto desde 
un punto de vista básico como aplicado. El escrutinio de poblaciones de plantas 
mutagenizadas permite la identificación de mutantes y, a partir de ellos, los 
genes responsables de un carácter concreto. Comparada con otras alternativas 
metodológicas (mutágenos químicos o físicos) la mutagénesis insercional con 
T-DNA aporta una ventaja adicional, ya que si el gen queda etiquetado por un 
inserto su identificación es más sencilla ya que se puede conocer de qué gen 
se trata a partir de la secuencia conocida del T-DNA. 
Con el fin de identificar genes que controlan caracteres del desarrollo temprano 
se ha llevado a cabo el escrutinio de las progenies de 762 líneas T-DNA de 
tomate mediante la utilización del cultivo in vitro. El empleo de esta 
metodología presenta ciertas ventajas respecto al escrutinio in vivo: menor 
necesidad de tiempo y espacio, mayor homogeneidad en las condiciones 
ambientales, facilidad para detectar alteraciones en el sistema radicular y 
posibilidad de detectar mutantes afectados en su capacidad morfogenética.  
Se han identificado 23 fenotipos mutantes diferentes que se han distribuido por 
su fenotipo más significativo en mutantes alterados en el desarrollo radicular, 
desarrollo de parte aérea, muerte celular y respuesta morfogenética. Se realizó 
la caracterización fenotípica y genética de todos los mutantes y se lo logró 
determinar que existía cosegregación entre el fenotipo mutante y un inserto T-
DNA en cinco de las líneas mutantes identificadas. Por último se ha logrado 









Knowledge of the key genes that affect the development of plants and their 
interaction with external agents is a very important aspect, both from a basic 
point of view and applied. Screening of mutagenized populations allows the 
identification of plants mutants and, from them, genes responsible for a 
particular character. Compared with other methodological alternatives (chemical 
or physical mutagens), insertional mutagenesis with T-DNA provides an 
additional advantage, the gene is tagged by an insert. Its identification is easier 
because it is possible to clone the mutated gene from the known T-DNA 
sequence. 
In order to identify genes that control early developmental traits, the screening 
of the progenies of 762 tomato T-DNA lines was carried out by using plant 
tissue culture techniques. The use of this methodology presents some 
advantages respect to in vivo scrutiny: less need of time and space, greater 
homogeneity in the environmental conditions, facility to detect alterations in the 
root system and possibility of detecting affected mutants in their morphogenetic 
capacity. 
We have identified 23 different mutant phenotypes that have been distributed by 
their most significant phenotype in altered mutants in root development, shoot 
development, cell death and morphogenetic response. The phenotypic and 
genetic characterization of all the mutants was made and it was possible to 
determine if there was cosegregation between the mutant phenotype and a T-
DNA insert in five of the mutant lines identified. Finally, it has been possible to 






El coneixement dels gens clau que afecten el desenrotllament de les plantes i 
la seua interacció amb agents externs és un aspecte molt important, tant des 
d'un punt de vista bàsic com aplicat. L'escrutini de poblacions de plantes 
mutagenitzades permet la identificació de mutants i, a partir d'ells, els gens 
responsables d'un caràcter concret. Comparada amb altres alternatives 
metodològiques (mutágenos químics o físics) la mutagènesi insercional amb T-
DNA aporta un avantatge adicional, ja que si el gen queda etiquetat per un 
inserit la seua identificació és més senzilla ja que es pot conéixer de quin gen 
es tracta a partir de la seqüència coneguda del T-DNA.  
A fi d'identificar gens que controlen caràcters del desenrotllament primerenc 
s'ha dut a terme l'escrutini de les progènies de 762 línies T-DNA de tomaca per 
mitjà de la utilització del cultiu in vitro. L'us d'esta metodologia presenta certs 
avantatges respecte a l'escrutini in vivo: menor necessitat de temps i espai, 
major homogeneïtat en les condicions ambientals, facilitat per a detectar 
alteracions en el sistema radicular i possibilitat de detectar mutants afectats en 
la seua capacitat morfogenética.  
S'han identificat 23 fenotips mutants diferents que s'han distribuït pel seu 
fenotip més significatiu en mutants alterats en el desenrotllament radicular, 
desenrotllament de part aèria, mort cel·lular i resposta morfogenética. Es va 
realitzar la caracterització fenotípica i genètica de tots els mutants i se va 
determinar que existia cosegregación entre el fenotip mutant i un inserit T-DNA 
en cinc de les línies mutants identificades. Finalment s'ha aconseguit identificar 


























1.1.- El tomate 
1.1.1.- Origen, historia y clasificación taxonómica 
El centro de origen del tomate (Solanum lycopersicum L.) se encuentra en la 
zona Andina ahora rodeada por Colombia, Perú, Chile, Bolivia y Ecuador. El 
lugar y tiempo en el cual fue domesticado no se conoce con exactitud (Sims, 
1980). Sin embargo, existen dos hipótesis en las cuales se plantea que el 
tomate tiene como posible centro de domesticación México y Perú. En 1886, 
Alfonse De Candello, coetáneo de Darwin, usó una evidencia lingüística como 
los nombres “mala peruviana” o “pommi del Perú” (manzana peruana) para 
considerar a Perú como centro de domesticación. Por otro lado, Jenkis (1948) 
postuló a México como centro de domesticación, utilizando como justificación 
que no había evidencia de cultivos de tomate en épocas pre-colombinas en el 
Sur de América, a diferencia de México. También usó otra evidencia lingüística, 
pero no está claro que la planta citada como “tomalt” se refiera a tomate o una 
especie nativa de Physalis (Nesbitt y Tanksley, 2002; Bauchet y Causse, 2007). 
Recientemente se ha estudiado el genoma de más de mil accesiones de 
tomate, Solanum lycopersicum var. cerasiforme y Solanum pimpinellifolium y se 
ha llegado a la conclusión de que el tomate se ha domesticado en dos pasos. 
El primero habría tenido lugar en el norte de Perú y Ecuador y el segundo 
habría sido en México (Blanca et al., 2015) 
En el año 1523 el tomate llegó a Europa. Sin embargo, su consumo fue casi 
nulo ya que se consideraba una planta tóxica. Los españoles y portugueses lo 
diseminaron por el resto del mundo gracias a sus colonias ultramarinas. En el 
siglo XVII el tomate ya se había introducido en la región oriental de Asia y su 
cultivo a escala comercial comenzó a finales de siglo XIX.  
El tomate pertenece a la familia de las Solanaceae, la cual contiene más de 
3.000 especies, incluyendo plantas de importancia económica, tales como, 
patata, berenjenas, pimientos, petunias y tabaco. Desde el primer momento en 
que el tomate cultivado fue introducido a Europa, los botánicos han reconocido 





refería al tomate cultivado como S. pomiferum (Luckwill, 1943). Tournefort fue 
el primero en ubicar al tomate cultivado en el género Lycopersicon. Este autor 
clasificaba a las especies que presentaban frutos multiloculares dentro del 
género Lycopersicon y a las especies que presentaban frutos biloculares dentro 
de género Solanum. Sin embargo, en la actualidad sabemos que las 
variedades de tomate pueden ser de ambos tipos. En 1753, Linnaeus colocó al 
tomate en el género Solanum, junto con la patata, con el nombre específico de 
Solanum lycopersicum. En 1754, Philip Miller los desplazó a otro género, 
dándole el nombre de Lycopersicum esculentum (Peralta y Spooner, 2007).  
De acuerdo con el Código Internacional de Nomenclatura Botánica (2000), 
actualmente al tomate se le ubica dentro del Reino Plantae, Subreino 
Tracheobionta, División Magnoliophyta, Clase Magnoliopsida, Subclase 
Asteridae, Orden Solanales, Familia Solanácea, Subfamilia Solanoidea, Tribu 
Solanea. Sin embargo, en nuestros días existe un debate a nivel de género y 
especie, donde algunos autores posicionan al tomate en el género 
Lycopersicon y la especie esculentum (Rick, 1979; Symon, 1985; Taylor, 1986). 
De igual manera, hay investigadores que han pretendido ubicar al tomate 
dentro del género Solanum y la especie lycopersicum (Child, 1990; Olmsteas et 
al., 1999; Peralte y Spooner 2001; Spooner et al., 2005). 
1.1.2.- Importancia económica 
El tomate se encuentra distribuido por todo el mundo y es la segunda hortaliza, 
después de la patata, con mayor importancia económica a nivel mundial. El 
tomate no se comercializa únicamente para el mercado en fresco, también se 
usa en la industria para sopas, concentrados, jugos, ketchup, etc. Es una 
fuente importante de nutrientes como licopeno, β-caroteno y vitamina C, los 
cuales tienen un impacto positivo en la salud humana y su producción al igual 
que su consumo va en incremento a medida que la población mundial aumenta 
(Bergougnoux, 2014). El tomate es una hortaliza de enorme importancia 
económica, debido a las grandes superficies que se destinan a su cultivo 
alrededor del mundo. En el año 2013, según datos de la FAO (Food and 





año la superficie cultivada en el mundo fue de 4.729.919 hectáreas. Los países 
que cosecharon la mayor superficie fueron China (984.603), India (880.000), 
Turquía (311.000), Nigeria (272.000) y Egipto (212.946), los cuales en conjunto 
aportan el 57% de la superficie cosechada mundialmente. Ese año México se 
colocó en la décima posición con una superficie de 87.165 hectáreas y España 
la vigésimo segunda, con 45.300 hectáreas (Figura 1). 
Figura 1. Distribución de la superficie cultivada de tomate de los 
principales países productores en el año 2013 (Fuente: FAO).  
 
La producción mundial para este mismo año fue de 164 millones de toneladas. 
Los principales países productores de tomate en el mundo son: China (50,5), 
India (18,2), Estados Unidos (12,6), Turquía (11,8) y Egipto (8,5), en su 
conjunto contribuyeron al 62% de la producción mundial, lo cual equivale a 
101,7 millones de toneladas. España se encuentra en la novena posición con 
una producción de 3,7 millones de toneladas y México se encuentra en la 
décima posición con una producción de 3,3 millones de toneladas (Figura 2). 
En el contexto Europeo, España se coloca en segundo lugar, después de Italia, 





Figura 2. Distribución de la producción de tomate entre los principales 
países productores en el año 2013 (Fuente: FAO). 
1.1.3.- Mejoramiento genético del tomate 
El mejoramiento genético del tomate inicialmente se enfocó hacia un aumento 
del rendimiento aunque este objetivo principal ha ido variando con el paso del 
tiempo. Actualmente hay en el mercado un gran número de cultivares 
adaptados a condiciones específicas de crecimiento (invernadero, malla 
sombra, campo abierto) y para diferentes usos comerciales (mercado en fresco 
o tomate de procesamiento). Además, continuamente las casas de semillas 
amplían su catálogo de variedades disponibles para el agricultor. Para ello, los 
mejoradores utilizan habitualmente métodos clásicos: hibridación y selección 
con el apoyo de marcadores moleculares. La eficiencia de la mejora mediante 
esta vía depende mayoritariamente de la disponibilidad de fuentes de 
variabilidad genética y de la capacidad de aunar en una variedad los caracteres 
deseables que se pretenden combinar. La biotecnología de plantas ofrece a los 
mejoradores unas nuevas herramientas para resolver problemas que con los 
métodos clásicos son difíciles o imposibles de abordar. Estas nuevas 
herramientas han modificado considerablemente el paradigma en torno al 
mejoramiento de plantas, permitiendo lograr ciertos objetivos de forma más 





1.1.4.- Retos del mejoramiento genético del tomate 
En tomate, los programa de mejora están encaminados a producir y distribuir 
nuevos cultivares con mejores características agronómicas que variarán en 
función del mercado al que se destine. La historia reciente del mejoramiento 
genético del tomate ha pasado por cuatro fases: aumento del rendimiento en 
los años 70´s, aumento de la vida post-cosecha en los 80´s, mejora de las 
características organolépticas en los 90´s y, más recientemente, incremento del 
valor nutricional (Bai y Lindhout, 2007; Bauchet y Causse, 2012; Foolad, 2007).  
El rendimiento es un reto constante para los mejoradores y toma en cuenta 
tanto el número de frutos como el peso de éstos por lo que se puede abordar 
por diferentes vertientes. Por otro lado, unos de los problemas más 
prominentes en el mejoramiento genético del tomate es la resistencia a los 
diversos tipos de estrés biótico, como plagas y enfermedades, que pueden 
causar descensos en la producción y, por tanto, pérdidas muy significativas. El 
tomate es atacado por más de 200 tipos de plagas y enfermedades. En 
general, se intentan controlar mediante tratamientos químicos, sin embargo 
éstos presentan múltiples inconvenientes: desarrollo de resistencias, daño al 
medio ambiente, posibles efectos a los consumidores, etc. Para limitar el uso 
de pesticidas, los mejoradores han acudido a las especies silvestres como 
fuente de variabilidad genética en la mejora de la resistencia a plagas y 
enfermedades. De hecho en 1934 se produjo la primera introgresión en tomate 
de genes que controlan un carácter de interés agronómico a partir de especies 
silvestres. En concreto, mediante el cruce con S. pimpinellifolium, se consiguió 
el desarrollo de una variedad de tomate resistente a Cladosporium fulvum, un 
hongo que causa el moho de la hoja (Walter, 1967). Por otro lado, el tomate 
cultivado, dependiendo de la variedad, puede ser moderadamente o altamente 
sensible a muchos estreses abióticos, incluyendo salinidad, sequía, 
temperaturas extremas, humedad excesiva, desequilibrio nutricional y 
contaminación ambiental. Sin embargo, dentro del género Solanum, hay varias 
especies silvestres que representan una fuente rica de variación genética 





resistencia a los estreses bióticos, muchos de los cuales tienen un control 
monogénico, las complejas respuestas genéticas a los estreses abióticos son 
multigénicas y por lo tanto más difícil de identificar, controlar y manipular (Ben-
Ari y Lavi, 2012). 
Uno de los retos de la mejora del tomate es el desarrollo de cultivares con 
maduración retrasada después de la cosecha. Se han empleado diversas 
estrategias para mejorar este carácter como la manipulación de la biosíntesis 
del etileno el cual es clave en el inicio de la maduración. Por ejemplo, la 
identificación de algunas mutaciones que afectan la percepción del etileno han 
sido utilizadas con éxito para retrasar el ablandamiento de los frutos de tomate 
(Giovannoni, 2001; Giovannoni, 2007; FAO Worlbank, 2010). Más 
recientemente, sin dejar de lado todos los objetivos comentados hasta el 
momento, se han añadido como objetivos de mejora el desarrollo de cultivares 
que aporten al consumidor un fruto con características deseables en términos 
de sabor, textura, color, y un mayor contenido en sustancias con elevado valor 
nutricional (vitaminas, antioxidantes,…). 
1.1.5.- Límites del mejoramiento clásico del tomate 
El mejoramiento tradicional usualmente comienza con el cruce entre líneas 
élite, o entre una línea élite y una especie silvestre. Se debe tener en cuenta 
que la producción de un nuevo cultivar proveniente de cruces entre dos líneas 
élite puede tomar entre cinco y siete años, y la incorporación de nuevos genes 
a partir de una especie silvestre puede tomar hasta 20 años (Causse et al., 
2007). La elección de las líneas parentales es crucial y demanda de un buen 
conocimiento del germoplasma disponible. En el caso del tomate, se 
encuentran almacenadas en bancos de semillas alrededor del mundo más de 
83.000 accesiones, colocando al tomate como la especie vegetal número uno 
en cuanto a colección y conservación de germoplasma (Bauchet y Causse, 
2012). Además, muchas de las especies silvestres relacionadas pueden ser 
cruzadas mediante hibridación sexual con el tomate cultivado con más o menos 
eficiencia (Bedinger et al., 2011). Por otra parte, cuando dos especies no se 





embriones o la fusión de protoplastos (Bai y Lindhout, 2007; Rick, 1974). 
Algunos ejemplos del mejoramiento genético del tomate cultivado mediante la 
introgresión de genes procedentes de especies silvestres son el uso de S. 
hirsutum para mejorar la tolerancia a las heladas, de S. chilense para tolerancia 
a sequía, de S. cheesmaniae para tolerancia a salinidad (Hobson y Grierson, 
1993), o el uso de S. pennellii para aumentar el contenido de azúcar de los 
frutos (Fridman et al., 2000; Ikeda et al., 2013).  
Para el año 2050, se estima que la población mundial aumente hasta alcanzar 
los nueve mil millones de habitantes, de los cuales el 62% vivirá en regiones 
donde una gran proporción de personas sufren de hambre, África y el sureste 
asiático (FAO; colección de datos 2010-2012). Esto plantea grandes retos en la 
obtención de suficientes alimentos teniendo en cuenta que para ello se 
pretende utilizar la menor cantidad de superficie posible. Además, la agricultura 
necesita buscar soluciones a múltiples problemas como el incremento de la 
salinidad y la sequía debido a cambios ambientales y de sobreexplotación 
agrícola o la presencia de nuevas plagas y enfermedades. Aunque gracias a 
los métodos de mejoramiento tradicional se han alcanzado grandes logros en 
las especies cultivadas, en este contexto pueden resultar demasiado lentos y 
laboriosos (Ahmad et al., 2012). 
El desarrollo de nuevas herramientas basadas en la biología molecular y 
celular ofrece a los mejoradores nuevas perspectivas para la mejora genética 
basada en el uso de marcadores moleculares y en la aplicación de la ingeniería 
genética (Causse et al., 2007; Bauchet y Causse, 2012). Para poder aplicar 
estas técnicas es imprescindible disponer de información sobre qué genes son 
los responsables de la expresión de un carácter. Para conocer el genoma del 
tomate, se desarrolló en el 2003 el proyecto internacional Red Genómica de las 
Solanáceas (SOL, Solanaceae Genomcis Network). Este consorcio está 
compuesto por diversas bases de datos de secuenciación de genes, perfiles de 
expresión, perfiles de metabolitos, secuenciación y anotación de genomas. La 
secuencia del genoma de tomate se dio a conocer hace unos años (The 





anotaciones. Toda esta información está ayudando a entender mejor qué 
genes controlan el crecimiento y desarrollo de la planta y cómo responden 
éstas a los estreses a los que se ven sometidas. 
1.1.6.- Mejoramiento asistido con marcadores moleculares 
El concepto de selección asistida por marcadores moleculares (MAS) fue 
sugerida hace ya 30 años por Smith y Simpson (1986). Después del 
descubrimiento de los RFLP (Botstein et al., 1980) y otro tipo de marcadores 
moleculares, se asumía que el mejoramiento genético clásico experimentaría 
un gran cambio ya que la selección de plantas no se llevaría a cabo 
exclusivamente mediante el fenotipado, sino que la selección también se podría 
hacer a partir de los marcadores moleculares genéticamente ligados a los 
genes de interés. Tanksley y colaboradores (1981) publicaron el primer estudio 
experimental con plantas utilizando MAS y sugirieron que la selección con 
marcadores moleculares podría preceder a la selección fenotípica en tomate, 
pero nunca reemplazarla. La ventaja principal de la selección asistida por 
marcadores es que puede hacerse a una edad temprana de la planta (en 
estado de plántula o incluso de semilla) sin tener que esperar a que se 
complete todo su desarrollo por lo que se puede reducir significativamente el 
número de individuos a cultivar aunque siempre es necesario una evaluación 
fenotípica para la correcta selección de las plantas (Ben-Ari y Lavi, 2012). 
Hoy en día esta técnica está siendo empleada por prácticamente todas las 
casas de semillas. Por poner algún ejemplo de caracteres que se han 
introducido a cultivares de tomate mediante esta técnica, cabría mencionar la 
resistencia a múltiples enfermedades como el cáncer bacteriano (Clavibacter 
michiganensis subsp. michiganensis), marchitamiento vascular (Fusarium 
oxysporum f. sp. lycopersici), virus del mosaico del tabaco (ToMV), la marchitez 
causada por Verticillium y la resistencia a Alternaria alternata que provoca el 
moho negro (Brandwagt et al., 2000). Además, se ha utilizado para le selección 
de cultivares con la característica de autopoda conocidos como “self-pruning”. 
También, se emplea para seleccionar mutaciones que provocan retraso en la 





(un gen relacionado con la abscisión), que ha sido clave a la hora de 
seleccionar variedades adaptadas a la recolección mecanizada (Foolad, 2007). 
1.1.7.- Mejoramiento biotecnológico del tomate 
El desarrollo de cultivares transgénicos de diferentes especies se está 
expandiendo por todo el mundo. La superficie dedicada al cultivo de variedades 
obtenidas mediante ingeniería genética aumenta cada año, con 1,7 millones de 
hectáreas cultivadas en el mundo en el año 1996 y 181,5 millones de hectáreas 
cultivadas en el año 2014. Los países que lideran el cultivo de transgénicos en 
el mundo son Estados Unidos con 73,1 millones de hectáreas, Brasil con 42,2 
millones de hectáreas y Argentina con 24,3 millones de hectáreas. En Europa, 
España es el principal productor de plantas transgénicas con 143.000 
hectáreas dedicadas a cultivos de maíz Bt. China es el único país que cultiva 
tomates transgénicos actualmente (James, 2014). La única variedad de tomate 
transgénico que se ha comercializado hasta el momento es la variedad FLAVR-
SAVRTM (Kramer y Redenbaugh, 1994). La variedad fue introducida en el 
mercado en 1994 y tuvo un importante, aunque fugaz, éxito debido a los costes 
de producción y la creciente preocupación por parte de los consumidores hacia 
los organismos genéticamente modificados (Bruening y Lyions, 2000). 
Por otra parte existen múltiples ejemplos de mejoras del tomate mediante la 
utilización de la transformación genética. Por lo que se refiere a la producción 
de plantas transgénicas de tomate resistentes enfermedades, el gen Ep5c que 
codifica una peroxidasa de secreción, se vio que se acumulaba a niveles 
significativos en plantas de tomate sensibles a Pseudomonas syringae pv. 
tomato. Al inhibir la acumulación de la proteína Ep5c mediante la estrategia de 
ARN antisentido se obtuvieron plantas transgénicas de tomate resistentes a P. 
syringae pv. tomato (Coego et al., 2005). La sobreexpresión del gen LeAOX 
que codifica una oxidasa mitocondrial en tomate produjo una reducción de la 
multiplicación del virus del bronceado de tomate (Ma et al., 2011). La 
introducción de un gen de Arabidopsis, NPR1, condujo a la obtención de 
plantas de tomate resistentes a la mancha gris de la hoja (Stemphylium solani) 





También se han obtenido algunos resultados en la mejora de la tolerancia 
frente a estreses abióticos. La obtención de plantas transgénicas de tomate con 
el gen de Arabidopsis CBF1 produjo cierto incremento en la tolerancia al frío. 
La respuesta se asoció a la menor presencia de especies reactivas de oxigeno 
(ROS) y a una pronunciada tolerancia a daños oxidativos (Hsieh et al., 2002). 
La expresión del antiportador vacuolar Na+/H+ AtNHX1 de Arabidopsis en 
tomate tuvo como resultado cierto incremento en la tolerancia a la salinidad 
(Zhang y Blumwald, 2001). Con respecto al desarrollo de cultivos transgénicos 
de tomate con una mayor calidad del fruto, se utilizo el método de 
silenciamiento génico mediado por hpARN para inhibir la expresión del gen 
ACO1 que codifica una ACC sintasa, una proteína involucrada en la ruta de 
biosíntesis del etileno, y que permitía un mayor periodo de conservación de los 
frutos (Behboodian et al., 2012).  
La utilización de las técnicas de mejora biotecnológica, entre las que destacan 
la selección asistida por marcadores y las plantas transgénicas puede no sólo 
aumentar la rapidez de la transferencia de genes sino alcanzar objetivos 
inalcanzables por otras vías como, en el caso de la transformación genética, la 
utilización de fuentes de variabilidad alejadas filogenéticamente de la especie 
que se pretende mejorar, en este caso, tomate. Esta rápida integración de 
nuevos alelos o genes a líneas élite de tomate permite el desarrollo de nuevos 
cultivares con caracteres deseables y poder llegar al mercado en un tiempo 
más corto en comparación con los cultivares obtenidos mediante la mejora 
convencional (Di Matteo et al., 2011).  
 
1.2.- El cultivo in vitro de plantas 
El cultivo de tejidos de plantas engloba un conjunto de técnicas cuya finalidad 
es la multiplicación de plantas (micropropagación), el saneamiento (cultivo de 
meristemos y microinjerto) o la mejora genética (por ejemplo, la transformación 
genética). Como veremos a continuación, el cultivo in vitro ha tenido y tiene en 





significativas al avance de la ciencia y siendo una herramienta indispensable en 
la agricultura moderna (Garcia-Gonzales et al., 2010).  
El cultivo de tejidos permite la producción y propagación de material vegetal 
mediante la micropropagación de plantas. En muchas especies de plantas 
ornamentales esta técnica ha sustituido a otros métodos de multiplicación 
vegetativa por su eficacia y la calidad de las plantas obtenidas. Como 
aplicaciones relacionadas con la micropropagación se pueden destacar la 
conservación de germoplasma y, más específicamente, la conservación y 
multiplicación de genotipos en peligro de extinción (Sengar et al., 2010).  
Las plantas obtenidas mediante el cultivo in vitro tienen, en general, un mejor 
estado sanitario que las obtenidas por métodos de propagación vegetativa 
tradicionales (injerto, esqueje,…). Además, se han puesto a punto técnicas 
como el cultivo de meristemos y el microinjerto que han permitido la obtención 
de material sano a partir de plantas infectadas con diferentes microorganismos, 
incluidos los virus. Algunos cultivos, especialmente los árboles frutales, se han 
saneado mediante esta técnica y se han podido obtener plantas sanas a partir 
de individuos afectados por virosis como la tristeza de los cítricos.  
Por otra parte, se han desarrollado diferentes metodologías basadas en el 
cultivo in vitro que han permitido la mejora genética de múltiples especies 
vegetales. El aumento de la variabilidad genética intraespecífica se puede 
conseguir mediante el aprovechamiento de la variación somaclonal, la variación 
genética inducida por el cultivo de tejidos, para obtener nuevos genotipos 
estables (Marino y Battistini, 1990). El rescate de embriones a partir de cruces 
interespecíficos nos permite la superación de algunos problemas de 
incompatibilidad sexual y, como consecuencia, la posibilidad de explotar 
fuentes de variabilidad extraespecíficas (Ahmadi et al., 2010). La hibridación 
somática es una herramienta muy importante para el mejoramiento de 
cultivares a través de la producción de híbridos interespecíficos e 
intergenéricos. La técnica utiliza la fusión de protoplastos de dos especies 
diferentes seguido por la selección de las células somáticas híbridas deseadas 





protoplastos también es una estrategia eficiente para transferir partes del 
genoma de una especie a otra y ha tenido un impacto que va en aumento como 
estrategia de mejora genética de cultivos (Brown y Thorpe, 1995). Por ejemplo, 
se han producido híbridos somáticos al fusionar protoplastos de arroz y carrizo 
común (Phragmites communis) como estrategia de mejora a la tolerancia a la 
salinidad (Mostageer y Elshihy, 2003). Mediante el método haplo-diploide 
podemos producir líneas puras un periodo de tiempo relativamente corto. La 
estrategia consiste en un primer paso en el que se obtienen plantas haploides 
mediante el cultivo de microsporas, anteras, óvulos u ovarios y un segundo 
paso en el que se duplican las plantas obtenidas. De esta forma se dispone de 
una metodología alternativa a las autofecundaciones repetidas para conseguir 
líneas homocigóticas (Morrison y Evans, 1998). Por último, la transformación 
genética permite la transferencia controlada de uno o pocos genes con 
características deseables a las plantas huésped. Esta técnica tiene un gran 
potencial para el mejoramiento genético de cultivares élite ya que se puede 
introducir una nueva característica a un genotipo previamente mejorado. Entre 
los múltiples caracteres modificados por esta vía se puede destacar el 
incremento del rendimiento, la mejora de la calidad y la resistencia a plagas y 
enfermedades (Sinclair et al., 2004). 
1.2.1.- La respuesta morfogenética en cultivo in vitro de plantas  
La morfogénesis in vitro es la base de todas las aplicaciones que se derivan del 
cultivo in vitro de plantas. En efecto, para emplear alternativas biotecnólogicas 
encaminadas a la producción de plantas, como la micropropagación, ciertas 
técnicas de saneamiento, o diversas metodologías dirigidas a la mejora 
genética (obtención de plantas haploides, variantes somaclonales, híbridos 
somáticos, etc.), se necesitan métodos para la regeneración de plantas a partir 
de explantes o protoplastos. Del mismo modo, salvo en alguna especie modelo 
como en Arabidopsis thaliana donde se han puesto a punto técnicas eficaces 
de transformación in planta, la obtención de plantas transgénicas necesita 
aplicar métodos que permitan la regeneración in vitro de plantas de forma 





más eficaces porque los tratamientos iniciales (e.g. infección con 
Agrobacterium tumefaciens) conducen a un descenso de capacidad 
morfogenética del material vegetal con el que se trabaja.  
La regeneración in vitro se puede conseguir a través de dos vías, la 
organogénesis (axilar o adventicia) y la embriogénesis somática, siendo ambas 
influidas por la percepción de las fitohormonas, la división celular y la 
desdiferenciación para adquirir competencia morfogenética, iniciación de 
órganos y su posterior desarrollo (Sangwan y Harada, 1975; Dhaliwal et al., 
2003). La organogénesis adventicia es un proceso morfogenético de tipo 
unipolar que permite la formación de yemas adventicias y brotes (caulogénesis) 
a partir de explantes sin meristemos preexistentes. Desde hace más de medio 
siglo Skoog y Miller (1957) describieron la importancia que tiene el balance de 
auxinas y citoquininas en los procesos de regeneración. Gautheret (1966) 
propuso un modelo celular de regeneración basado en la totipotencia de todas 
las células vegetales y la necesidad de pasar por un proceso de 
desdiferenciación celular para conseguir la regeneración de nuevos órganos. 
Más recientemente han aparecido algunos trabajos que plantean la necesidad 
de revisar este modelo celular de regeneración. Sugimoto y colaboradores 
(2010) afirman que las células que forman los callos en Arabidopsis no parecen 
haber pasado por una fase de desdiferenciación, de hecho, comparten 
bastantes características con las células de los meristemos de las raíces 
laterales. Por otra parte, Atta y colaboradores (2009) han propuesto que 
determinados tipos celulares presentes en los explantes de partida (células del 
periciclo del xilema) son los principales responsables de la regeneración de 
brotes en ciertas condiciones. 
En cualquier caso, para el desarrollo de metodologías que permitan la 
regeneración de un material concreto se sigue recurriendo a abordajes 
empíricos en los que se van modificando distintos factores hasta encontrar una 
combinación que ofrezca el resultado deseado. La elección del tipo de explante 
es un factor importante para obtener la respuesta morfogenética deseada. Un 





de un gran número de especies de cereales, hasta hace no mucho 
consideradas como recalcitrantes. El éxito en este caso se basó principalmente 
en la elección adecuada de un explante de partida, el escutelo, donde se 
encuentra un tipo celular competente (Hiei et al., 1997). Gracias a este 
descubrimiento se han podido abordar, por ejemplo, varios programas de 
mutagénesis en arroz en los que se han producido decenas de miles de plantas 
transgénicas (Jeon et al., 2000; Wu et al., 2003). Con todo, el factor más 
ampliamente estudiado es la combinación de los componentes del medio de 
cultivo: macronutrientes, micronutrientes, azúcar, vitaminas y, sobre todo, el 
tipo y concentración de los reguladores del crecimiento. Este abordaje, basado 
en el ensayo y error, aunque a veces ha sido criticado por su falta de elegancia, 
ha resultado tremendamente efectivo para una gran cantidad de materiales. De 
hecho, con esta estrategia se han obtenido magníficos resultados en el 
desarrollo tanto de metodologías como de aplicaciones relacionadas con el 
cultivo in vitro que están siendo utilizadas actualmente por un gran número de 
grupos de investigación y empresas de todo el mundo. 
1.2.2.- La regeneración in vitro en tomate 
Aunque desde el comienzo del cultivo in vitro se vio la gran influencia del 
genotipo en la respuesta de un material concreto, hasta el momento se conoce 
muy poco sobre las bases genéticas de la capacidad de regeneración. En el 
caso del tomate y de especies silvestres relacionadas, se han publicado 
numerosos estudios sobre regeneración a partir de varios tejidos y órganos. El 
éxito a la hora de conseguir la regeneración en estas especies se ha visto que 
está influido por el tipo de explante utilizado, las fitohormonas empleadas, las 
condiciones ambientales y, de forma clave, el genotipo (Bhatia et al., 2004). De 
hecho, existen múltiples estudios en los que se han llevado a cabo diferentes 
experimentos para conocer, de forma empírica, qué combinación de estos 
factores proporciona las mejores condiciones para conseguir la regeneración 
(Mamidala y Nanna, 2011; Namitha y Negi, 2013; Sherkar y Chavan, 2014; 





En el caso de la puesta a punto de un protocolo de transformación genética de 
tomate, también se han realizado muchos trabajos donde se evalúa la 
capacidad de regeneración in vitro vía organogénesis adventicia de los 
explantes transformados: cotiledones, hipocótilos, hojas, segmentos de tallos, 
pedicelos, peciolos e inflorescencias (Khoudi et al., 2009; Yasmeen, 2009; Goel 
et al., 2011; Koleva Gudeva y Dedejski, 2012; Rai et al., 2013; Namitha y Negi, 
2013; Sherkar y Chavan, 2014; Wayase y Shitole, 2014). Además, se ha 
comprobado que el tipo de explante no sólo influye en la frecuencia de 
regeneración sino también en el número de plantas regeneradas por explante 
(Bahurpe et al., 2013; Jehan y Hassanein, 2013). En otros trabajos se describe 
la imposibilidad de transformar determinados genotipos por la falta de 
capacidad de regeneración de los explantes utilizados (Fuentes et al., 2008; 
Mamidala y Nanna, 2011).  
Por lo tanto, el estudio de los factores que afectan a la capacidad de 
regeneración no solamente nos ayudaría a comprender mejor los mecanismos 
biológicos que actúan en ese proceso. Además, este conocimiento nos abriría 
nuevas posibilidades para mejorar la eficacia en los experimentos de 
transformación genética y podría hacer que se obtuvieran plantas transgénicas 
a partir genotipos concretos calificados hasta el momento como recalcitrantes. 
Para conocer los genes que están relacionados con la regeneración in vitro se 
han realizado distintos trabajos en los que se han analizado los perfiles de 
expresión génica (Che et al., 2006) en materiales que están regenerando. Sin 
embargo, habitualmente esto conduce a identificar múltiples genes que se 
expresan en los primeros estadíos de la morfogénesis pero no permite saber 
cuáles son los que verdaderamente determinan la respuesta. También se han 
realizado trabajos encaminados a la detección de QTL´s que permitan 
emprender programas de selección asistida por marcadores para aumentar la 
tasa de regeneración en especies como Arabidopsis, girasol, chopo y brócoli 
(revisado por Bolibok y Rakoczy-Trojanowska, 2006), arroz (Nishimura et al., 
2005) y tomate (Trujillo-Moya et al., 2011; Arikita et al., 2013). Sin embargo, 





entre sí y con el ambiente y la gran dificultad que conlleva la identificación del 
gen o genes responsables del fenotipo observado, ya que para ello hay que 
recurrir a estrategias de mapeo posicional. Desde nuestro punto de vista, la 
aproximación más adecuada para identificar qué genes controlan la respuesta 
morfogenética se basa en la detección de mutantes afectados en el carácter. 
1.2.3.- Otras aplicaciones del cultivo in vitro 
El cultivo in vitro se puede emplear también como herramienta para la 
detección de otros tipos de mutantes a través del estudio y análisis del fenotipo 
de las plantas. En nuestro grupo se ha utilizado esta metodología, por ejemplo, 
para la detección de mutantes afectados en su nivel de tolerancia a la salinidad 
(Sánchez–Sauceda, 2016). Si comparamos la realización de una evaluación 
fenotípica mediante cultivo in vitro respecto de otros métodos de evaluación in 
vivo, las principales ventajas del cultivo in vitro son: el empleo de condiciones 
ambientales controladas, la utilización de diferentes tipos de explante, el 
análisis de distitntos procesos morfogenéticos (brotación, enraizamiento, 
regeneración adventicia,…), la mínima necesidad de espacio y la rapidez en 
obtener los resultados. Habitualmente, tras una evaluación en condiciones de 
cultivo in vitro, es necesaria la corroboración mediante un fenotipado in vivo, 
pero las ventajas comentadas anteriormente suplen con creces este 
inconveniente.  
El cultivo in vitro también puede ser muy útil para evaluar el fenotipo de plantas 
en estados tempranos del desarrollo. En este caso, una ventaja adicional a las 
mencionadas anteriormente sería la posible detección de fenotipos muy 
difíciles o imposibles de ver en condiciones de cultivo in vivo. Por ejemplo, una 
planta con problemas en el desarrollo del meristemo apical o con problemas de 
necrosis podría pasar desapercibida en un experimento de cultivo in vivo entre 
las plantas que no germinan correctamente por cuestiones fisiológicas, 
ambientales, etc. Por otra parte, el cultivo in vitro permite ver la parte radicular 
de las plántulas y detectar alteraciones en el desarrollo del meristemo radicular 
y de las raíces secundarias que en un experimento de cultivo en sustrato sería 





cultivo in vitro nos brinda la oportunidad de detectar plantas con alteraciones en 
caracteres que de otra forma serían imposibles de identificar como la 
capacidad de regeneración in vitro de plantas. Si esta caracterización se hiciera 
en una población de líneas previamente mutagenizadas, se podrían detectar 
genotipos que presentaran alteraciones en este carácter (por ejemplo, ausencia 
de regeneración en condiciones morfogenéticas) y, a partir de ellas identificar 
los genes clave en la expresión de este carácter.  
 
1.3.- Herramientas biotecnológicas para la identificación de 
genes 
Desde nuestro punto de vista, la detección de mutantes es la aproximación 
metodológica más adecuada para conocer cuáles son los genes responsables 
de un carácter concreto y poder identificar la función de los mismos. Con este 
objetivo, la información disponible a partir de los trabajos de secuenciación de 
genomas completos es de gran ayuda para poder llegar a identificar qué gen es 
el que ha sido afectado en un mutante concreto. 
Un aspecto clave en cualquier abordaje mediante mutagénesis es la obtención 
del mayor número posible de mutantes. En todo caso, cuando esta estrategia 
se aplica en una especie de interés agronómico, como es nuestro caso, no se 
pretende etiquetar todos y cada uno de los genes del genoma que afectan al 
carácter en estudio, sino de llegar a identificar y clonar alguno de estos genes 
para poder profundizar en el conocimiento de su función o funciones. 
1.3.1.- La mutagénesis insercional 
La mutagénesis insercional es una herramienta biotecnológica en la que se 
asocian el análisis genético tradicional y las técnicas modernas de genética 
molecular con el objetivo de identificar, clonar y caracterizar funcionalmente el 
gen mutado. Esta estrategia se basa en el hecho de que un inserto 
transgénico, bien sea un transposón o un T-DNA, puede provocar la disrupción 





al., 2008; Mathieu et al., 2009; Thole et al., 2009). Esta técnica ha sido utilizada 
tanto en monocotiledóneas como en dicotiledóneas y sigue siendo una de las 
estrategias más efectivas para realizar estudios de genética inversa en muchas 
especies. Para poder llevarla a cabo es necesario generar una población de 
plantas mediante transformación genética (T-DNA) o mediante la activación de 
transposones que contenga una o más inserciones de secuencia conocida en 
un sitio específico del genoma. Las plantas que porten una inserción en un gen 
clave para un carácter pueden mostrar un fenotipo alterado para ese carácter. 
La gran ventaja de esta estrategia frente a otras formas de producir mutantes 
(e.g.: métodos físicos o químicos, variación somaclonal,…) es el conocimiento 
de la secuencia de la construcción insertada y, por tanto, la mayor facilidad a la 
hora de clonar las secuencias genómicas en las que se ha producido la 
inserción. 
Esta técnica se puede realizar de dos formas diferentes, mediante el uso de 
transposones o transformando con T-DNA. Los transposones son elementos 
genéticos que pueden moverse de un sitio a otro a través del genoma. La 
utilización de transposones tiene la enorme ventaja de que se pueden generar 
otras líneas a partir de las existentes haciendo “saltar” el elemento insertado a 
un lugar diferente con respecto a la localización que ocupaba el inserto original. 
Mediante el uso de los elementos móviles Ac/Ds (Activator element / 
Dissociation element) se han podido aislar genes en petunia, tabaco, 
Arabidopsis, tomate y lino (Sundaresan, 1996). En uno de los primero ensayos 
se puso de manifiesto la actividad del sistema Ac a través de sucesivas 
generaciones en plantas transgénicas de tabaco (Hehl y Baker, 1990). De igual 
forma se ha utilizado el sistema heterólogo Ac dotado de una transposasa para 
generar mutaciones insercionales en arroz (Enoki et al., 1999). También resulta 
interesante la explotación de los elemento Mu (Mutator) del maíz, ya que se 
caracterizan por la excepcional frecuencia de inducción de mutaciones 
germinales así como por la diversa naturaleza de los mutantes aislados. Los 
elementos Mu-1 muestran una capacidad de inserción preferencial en regiones 
ricas en citosinas no metiladas, que coincide con la presencia de secuencias 





1993). Por ende, este sistema se ha convertido en uno de los preferidos para la 
obtención de mutantes insercionales de maíz (Cresse et al., 1995). 
En tomate, los experimentos de mutagénesis insercional con transposones se 
ha llevado a cabo principalmente con el sistema Ac/Ds, ya que se ha 
demostrado que en esta especie esos elementos transponibles se encuentran 
perfectamente activos (Yoder 1990; Carroll et al., 1995). El gen Cf-9, 
relacionado con la resistencia a diferentes especies de Cladosporium fulvum 
fue el primero que se clonó en tomate utilizado esta estrategia (Jones et al., 
1994). Otros genes clonados son: DWARF, un gen que codifica para un 
homólogo de citocromo p450 (Bishop et al., 1996), DCL (DEFECTIVE 
CHLOROPLAST AND LEAVES) un gen que controla el desarrollo de los 
cloroplasto (Kedie et al., 1996) y FLEEBY, un gen relacionado con el 
metabolismo y desarrollo (van der Biezen et al., 1996). Un aspecto negativo al 
utilizar ciertos transposones (e.g.: elementos Ac) es la tendencia a 
transponerse preferentemente en posiciones del mismo cromosoma. Este 
hecho se ha observado en maíz (Dooner y Belachew 1989), tabaco (Jones et 
al., 1990) y Arabidopsis (Keller et al., 1993).  
1.3.2.- Mutagénesis con T-DNA 
Los mutantes insercionales obtenidos con T-DNA se han utilizado 
frecuentemente para conocer el mecanismo molecular de diferentes procesos 
biológicos en plantas. Para generar mutantes insercionales, el T-DNA se debe 
insertar aleatoriamente en el genoma de las plantas mediante transformación 
genética con Agrobacterium tumefaciens o cualquier otro método. La principal 
ventaja de la mutagénesis con T-DNA es que éste puede ser utilizado como 
una etiqueta cuando causa la disrupción o activación de un gen endógeno, lo 
cual permite llegar a el gen mutado mediante métodos moleculares como el 
TAIL-PCR (Li-Jia y Genji, 2013) o Anchor PCR (Schupp et al., 1999). Por otro 
lado, el sistema de mutagénesis insercional con respecto al de transposones, 
presenta la ventaja de que las inserciones del T-DNA dentro de una región 
concreta son química y físicamente estables a lo largo de las generaciones 





Diversos investigadores han estudiado el mecanismo de transferencia e 
integración del T-DNA en plantas y se ha demostrado qué factores de las 
plantas juegan un papel importante en la integración del T-DNA (Zupan et al., 
2000; Gelvin, 2000, 2003). La distribución del T-DNA a lo largo del genoma es 
aleatoria (al menos hasta cierto punto), ya que no existen puntos calientes o 
preferenciales de integración (Franzaman et al., 1995). Diversos autores (Miyao 
et al., 2003; Kolesnik et al., 2004) han demostrado que el T-DNA es menos 
propenso a integrarse en puntos calientes, a diferencia de los patrones de 
integración de los transposones Tos17 y Ds en arroz. Sin embargo, se ha 
recalcado desde hace tiempo que el T-DNA suele integrarse en regiones del 
genoma que son transcripcionalmente activas (André et al., 1986; Koncz et al., 
1989; Herman et al., 1990) lo cual sería una ventaja en el contexto de un 
programa de mutagénesis insercional. Por otra parte, el análisis de varias 
colecciones de mutantes de inserción con T-DNA en Arabidopsis ha indicado 
una tendencia de éste a integrarse en regiones regulatorias 5‟ de genes y en 
regiones ricas en adenina y timina (Brunaud et al., 2002; Szabados et al., 
2002). Además, el análisis de más de 140.000 líneas T-DNA de Arabidopsis 
reveló que proporcionalmente había menos inserciones en regiones 
centroméricas que en regiones ricas en genes de la eucromatina, lo cual 
sugiere de nuevo que los eventos de inserción del T-DNA tienen preferencia 
por las zonas del genoma con altas densidades génicas (Alonso et al., 2003). 
De igual forma, el análisis de mutantes de T-DNA en arroz indica una 
preferencia del T-DNA a insertarse en regiones ricas en genes, con obvias 
predisposiciones de integración en regiones regulatorias 5‟ y 3‟ (Che et al., 
2003; Sallaud et al., 2004). Por otra parte, la caracterización de sitos de 
inserción del T-DNA de una colección de 108 plantas de fresa (Fragaria vesca 
L.) mediante técnicas de PCR (hiTAIL-PCR) y análisis bioinformático revelaron 
una preferencia del T-DNA a integrarse en sitos que contienen guanina y 
citosina (Ruiz-Rojas et al., 2010). 
Actualmente existe un número elevado de líneas T-DNA de arroz y Arabidopsis 
y de forma más reducida también se han descrito colecciones de líneas de T-





truncatula (Trieu et al., 2000; Scholte et al., 2002), tomate (Mathews et al., 
2003; Gidoni et al., 2003), Salvia miltiorrhiza (Lee et al., 2008), Brachyponium 
distachyon (Vain et al., 2008), álamo (Harrison et al., 2007), Brassica rapa (Lee 
et al., 2004), Brassica napus (Bade et al., 2003), cebada (Zhao et al., 2006), 
fresa (Oosumi et al., 2006) y Solanum pennellii (Atarés et al., 2011). 
Aunque cualquier T-DNA sirve para llevar a cabo un programa de mutagénesis 
insercional, se pueden emplear construcciones que aporten un valor añadido a 
las plantas transgénicas obtenidas. El primer caso sería el empleo de 
construcciones que produjeran una activación transcripcional (Activation 
Tagging) para obtener mutantes de ganancia de función con naturaleza 
dominante. Para ello se suele utilizar un T-DNA que contiene múltiples 
promotores 35S (CaMV) (Hayashi et al., 1992; Susuki et al., 2001). Al ocurrir un 
evento de inserción en la vecindad de un gen endógeno lo suficientemente 
cerca para ejercer su influencia, provocaría un aumento en el nivel de 
expresión de dicho gen. 
Las principales ventajas al utilizar este tipo de construcciones serían la 
posibilidad de identificar genes redundantes para una función (Kirik et al., 2004) 
o que su anulación no produzca fenotipo (Zhao et al., 2001; Van der Graaff et 
al., 2002; Wen et al., 2004). En tomate, Mathews y colaboradores (2003) 
generaron una colección de 10.427 líneas transgénicas independientes con 
una construcción de activación transcripcional que portaba cuatro copias del 
promotor 35S e identificaron 1.338 líneas transgénicas (12.83%) con 
alteraciones fenotípicas relacionadas con el desarrollo de la planta. Con este 
sistema se han clonado varios genes en Arabidopsis (Kakimoto, 
1996; Kardailaky et al., 1999; Borevitz et al., 2000; Ito y Meyerowitz, 
2000; Huang et al., 2001; Zhao et al., 2001). Por ejemplo, Weigel y 
colaboradores (2000) han caracterizado unos 30 mutantes dominantes en 
Arabidopsis, con una frecuencia de uno de cada mil. De igual forma en 
Arabidopsis, Marsch-Martinez y colaboradores (2002), desarrollaron un método 
de activación transcripcional que incorpora el sistema de transposón En-I de 





frecuencia del 1%. En arroz, Shuyan y colaboradores (2008) generaron, 
durante seis años, una colección de 50.000 plantas transgénicas utilizando el 
vector pER38 de activación trasncripcional y detectaron alrededor de 400 
mutantes dominantes. También se ha utilizado este sistema en petunia (Zubko 
et al., 2002), en Periwinkle de Madagascar (van der Fits et al., 2001) y en 
Populus (Busov et al., 2011). 
Sin embargo, se ha visto que la tasa de detección de mutantes con el sistema 
de activadores transcripcionales es muy baja. En Arabidopsis se ha encontrado 
una correlación determinante entre en número de inserciones de T-DNA, el 
estado de metilación de la secuencia del intensificador 35S y la actividad del 
intensificador. Todas las plantas que portaban más de una inserción de T-DNA 
mostraban metilación del intensificador 35S y un dramático descenso en la 
actividad del mismo. Estos resultados indican que en una gran proporción de 
las líneas obtenidas mediante activación transcripcional el intensificador 35S es 
silenciado debido a la metilación que es inducida por la integración de multiples 
insertos T-DNA (Chalfun-Junior et al., 2003). Alternativamente, como lo habitual 
es poner varios promotores 35S en tandén en los vectores de activación 
transcripcional, existe la posibilidad de que la sobreexpresión de un gen 
conlleve a un mecanismo de silenciamiento postranscripcional, es decir, en 
lugar de un mutante de ganancia de función, lo que se obtiene es uno de 
pérdida de función. Otros inconvenientes al utilizar esta aproximación son la 
alta frecuencia de plantas que muestran efectos pleiotrópicos y la dificultad a la 
hora de clonar el gen afectado ya que la influencia de las señales reguladores 
se puede producir aunque el inserto esté a mucha distancia del gen endógeno, 
es decir, no siempre este gen queda etiquetado por el inserto. 
1.3.3.- Etiquetado de genes mediante “trapping” 
La técnica consiste en introducir en el genoma construcciones que portan, 
además de un gen marcador, habitualmente un gen de resistencia a un 
antibiótico, un gen delator con un promotor mínimo, sin promotor o unido a un 
sitio aceptor de splicing. El gen delator más utilizado es el gen bacteriano uidA 





microscópica de la tinción de la proteína GUS es tremendamente más sensible 
que la de otros genes delatores (e.g.: GFP o Luc) ya que permite su detección 
en unas pocas células (Topping et al., 1994; Sundaresan et al.,; 1995, Campisi 
et al., 1999; He et al., 2001).  
El interés de esta estrategia reside en la naturaleza dual de las trampas, ya que 
por un lado generan mutaciones de inserción de T-DNA y por otro lado, 
permiten estudiar el patrón de expresión del gen etiquetado. De esta forma, no 
sólo se pueden hacer inferencias en torno a la función del gen etiquetado en un 
determinado mutante de inserción a través del fenotipado en TG1 o TG2, sino 
que también se puede obtener un panorama bastante preciso en torno al 
patrón de expresión espacio-temporal de dicho gen, ya que por el peculiar 
diseño de las trampas la expresión del gen delator puede imitar la expresión del 
gen endógeno etiquetado. Por tanto, el empleo de trampas génicas tiene 
grandes ventajas sobre la mutagénesis insercional en sensu estricto porque 
gracias al estudio del patrón de expresión del gen delator se pueden identificar 
genes con función redundante, genes que se expresan en múltiples estados de 
desarrollo y producen efectos pleiotrópicos, genes cuya disrupción provoca 
letalidad temprana y genes cuya disrupción ocasiona un fenotipo tan sutil que a 
veces no llega a detectarse en el fenotipado de las plantas (Springer, 2000). 
Por último, el empleo de la mutagénesis insercional con trampas de 
intensificadores (enhancer trapping) y promotores (promoter trapping) está 
dando resultados positivos en diversas especies como Arabidopsis 
(Sundaresan et al., 1995; Campisi et al., 1999), arroz (Jeon et al., 2000; Wu et 
al., 2003), chopo (Groover et al., 2004) y especies silvestres relacionadas con 
tomate como Solanum pennellii (Atarés et al., 2011).  
Existen tres tipos de trampas génicas denominadas como trampas de 
intensificadores, promotores y genes (Springer, 2000). La trampa de 
intensificadores consiste de un T-DNA que, a parte de un gen marcador (e.g. 
resistencia a la Kanamicina), contiene un promotor mínimo (caja TATA + inicio 
de transcripción) al que se encuentra fusionada la región estructural del gen 





promover un nivel de transcripción detectable, pero su inserción en el área de 
acción de un determinado intensificador, y en la dirección correcta, activa la 
expresión del delator, imitando el patrón de expresión que dicho intensificador 
confiere al gen endógeno. Por lo tanto, permite identificar y analizar el patrón 
de expresión de un gen analizando la expresión del delator (Figura 3a). La 
trampa de promotores es idéntica a la anterior, pero eliminando el promotor 
mínimo. Para que funcione, el T-DNA debe insertarse dentro de uno de los 
exones de un gen (Figura 3b). La trampa de genes tiene un sitio aceptor de 
splicing justo antes de la región estructural del delator, de forma que sólo 













Figura 3. Esquema de las construcciones utilizadas como trampas 
génicas. Las flechas indican los sitios de inserción en un hipotético gen 
endógeno que daría lugar a la activación del gen delator. a) trampa de 
intensificadores. b) trampa de genes. c) trampa de promotores. TATA: 
promotor mínimo (caja TATA). SAS: sitio aceptor de “splicing”. E-1, E-2, E-







Cada tipo de trampa tiene sus ventajas e inconvenientes. En el caso de la 
trampa de intensificadores, como basta que se inserte en el área de acción de 
un intensificador para que funcione, el número de eventos donde se observa la 
expresión del gen delator es mayor. El inconveniente estriba en que, como el 
intensificador puede activar la expresión del gen delator aunque entre ellos 
haya una distancia considerable, a la hora de clonar el gen, el esfuerzo puede 
ser mayor. Por otro lado, el inconveniente principal de las trampas de 
promotores y de genes, es que para que funcionen deben integrarse dentro de 
un exón o de un intrón, respectivamente, y, por tanto, el número de genes que 
van a detectarse es menor. Por el contrario, en este caso el gen queda 
estrictamente etiquetado por el T-DNA. 
 
1.4.- Identificación de genes implicados en caracteres del 
desarrollo temprano de la planta de tomate y en la 
organogénesis adventicia 
Además de la detección de mutantes relacionados con la respuesta 
morfogenética, gracias a la metodología empleada en esta tesis, se han podido 
identificar diferentes mutantes afectados en caracteres del desarrollo temprano 
de la planta de tomate entre los que hemos destacado: el desarrollo de la parte 
aérea, el desarrollo de la raíz y la necrosis y muerte celular programada. 
1.4.1.- Desarrollo de la parte aérea  
En las plantas, la mayoría del desarrollo ocurre de manera post-embrionaria a 
partir de la actividad del meristemo radicular y apical. Los meristemos apicales 
se forman durante la embriogénesis y tienen la capacidad de renovarse 
continuamente. A partir de ellos se forman céluas hijas que se diferencían en 
diferentes tejidos dando lugar a la formación de hojas, tallo y flores (Steeves y 
Sussex, 1989). En angiospermas, el meristemo ápical o SAM (Shoot apical 
meristem) consiste en un pequeño grupo de células organizado en capas 





la túnica consiste en una capa epidérmica suprayacente conocida como L1 y 
una capa subepidérmica conocida como L2, con una sola célula de grosor cada 
una (Tilney-Bassett, 1986). El corpus, o capa L3, se encuentra debajo de la 
túnica y consiste en células que se dividen en todos los planos. Los derivados 
de la capa L1 dan lugar a la epidermis de los ápices, hojas y flores, mientras 
que la capa L2 provee el mesodermo y las células gaméticas. Por último, la 
capa L3 provee los tejidos vasculares. Estas tres capas participan en la 
formación de órganos y el crecimiento del tallo (Poething y Sussex, 1985). 
También se pueden definir diferentes dominios del meristemo basádonse en el 
nivel de división y crecimiento celular. En la zona central (ZC) las células se 
dividen y crecen poco. En contraste, en la zona periférica (ZP) que rodea la ZC 
las células se dividen y crecen con mayor intensidad. La zona periférica 
corresponde al dominio organogénico del ápice meristemático. En cuanto el 
primordio de un órgano empieza a emerger, como resultado de la proliferación 
y crecimiento celular de un pequeño grupo de células fundadoras, otro grupo 
de células en los bordes del órgano en formación dentienen su crecimiento. 
Estas células forman una frontera entre el órgano y el ápice meristemático 
proporcionando una separación fisíca entre las dos estructuras (Traas y 
Doonan, 2001). En el centro de organización (CO) la células se dividen en 
orientación aleatoria, proveyendo de células madre promovedoras de señales y 
del mantenimiento de la pluripotencia de las células madre suprayacentes 


















Figura 4. Representación esquemática de una sección longitudinal de 
meristemo apical mostrando los diferentes dominios funcionales (Gaillochet 
y Lohmann, 2015). 
 
Estudios genéticos y moleculares realizados en Arabidopsis han contribuido al 
entendimiento del complejo proceso de formación de ápices meristemáticos en 
plantas. El establecimiento del ápice meristemático en Arabidopsis requiere la 
actividad del gen STM (SHOOT MERISTEMLESS). En mutantes de pérdida de 
función stm, se observa que las raíces, hipocótilos y cotiledones de las 
plántulas se desarrollan normalmente pero no se forma el ápice meristemático 
embrionario (Barton y Poething, 1993). Se ha demostrado que la función 
redundante de CUC1 y CUC2 (CUP-SHAPED COTYLEDONS1 y 2) es 
necesaria para la expresión de STM. Los doble mutantes cuc1 y cuc2 carecen 
de ápice meristemático y presentan fusión de los cotiledones. La ausencia de 
expresión de STM en los dobles mutantes puede justificar el fenotipo sin ápice 
de las plantas (Aida et al., 1997, 1999). La expresión de los factores de 
transcripsión de CUC junto con STM en la periferia de los meristemos (ZP) 
determina el destino de las células inmediatamente después de que el 
primordio del órgano en formación empieza a abultarse y permite la separación 
con el meristemo (Furutani et al., 2004; Heisler et al., 2010). En esta función se 
ha visto que también está involucrado el factor de transcripsión AS1 
(ASYMMETRIC LEAVES1) el cual mantiene reprimidos los factores de 





LFY (LEAFY) son determinantes para que el órgano adquiera una identidad de 
hoja o de flor. Niveles bajos de expresión de LFY dan lugar a una hoja, 
mientras que niveles altos de expresión conducen a la formación de una flor 
(revisado por Moyroud et al., 2010). Por otra parte, WUS (WUSCHEL) juega un 
papel central en el mantenimiento de las células madre del ápice 
meristemático. En los mutantes wus hay un desarrollo defectuoso de los ápices 
meristemáticos. Se generan ápices adventicios pero éstos terminan 
prematuramente su desarrollo en estructuras aberrantes planas (Laux et al., 
1996). Las proteínas de WUS, después de ser sintetizadas en la zona de 
organización, migran a la zona central donde activan CLV3 (CLAVATA 3) al 
unirse con sus elementos promotores. WUS, no sólo especifica el destino de 
las células madre en las células suprayacentes localizadas en la zona central, 
también activa su propio regulador negativo, CLV3. De tal modo, el sistema de 
retroalimentación WUS-CLV3 forma un mecanismo de corrección para 
mantener un número constante de células madre y el tamaño de ápice 
meristemático (Yadav et al., 2011). Esta comunicación require la secreción de 
CLV3 al espacio intercelular, donde actúa con CLV1 (CLAVATA1) y en la que 
intervienen también el complejo proteíco receptor CLV2 (CLAVATA2) y el 
RPK2 (RECEPTOR-LIKE PROTEIN KINASE 2) (Clark et al., 1997; Rojo et al., 
2002; Bleckmann et al., 2009; Kinoshita et al., 2010; Müller et al., 2008; Ogawa 
et al., 2008).  
Dentro de las fitohormonas, las auxinas han sido las mejor caracterizadas en 
cuanto al desarrollo del ápice (Davies, 1995). Las auxinas regulan un amplio 
rango de procesos del desarrollo. Se han reportado sistemas de percepción 
que median la acción de las auxinas en el desarrollo del ápice meristemático. 
Un grupo de receptores localizados en el nucleo celular codifícado por los 
genes TRI1 (TRANSPORTER INHIBITOR RESPONSE 1) y AFB (AUXIN F-
BOX) son los encargados de percibir la precensia de auxinas. Cuando perciben 
las auxinas, estos receptores activan la familia de factores de transcripción 
ARF (AUXIN RESPONSE FACTOR) los cuales se encargan de regular los 
genes diana (Guilfoyle y Hagen, 2007; Salehim et al., 2015). En la capa L1 del 





primordios de órganos. Las auxinas acumuladas en la capa L1, posteriormente 
son transportadas a los tejidos de las capas L2 y L3 y su patrón de distribución 
es determinante para la filotaxis de la planta y para el patrón de venación 
(Benková et al., 2003; Reinhardt et al., 2003; Heisler et al., 2005; Hay et al., 
2006; Scarpella et al., 2006; Barkoulas et al., 2008; Bayer et al., 2009).  
La auxina natural más importante, el ácido indol-3-acético (AIA), se sintetiza 
con un patrón espacio-temporal específico y su transporte se facilita gracias a 
la proteína transportadora PIN1 (PIN-FORMED 1). Alteraciones en la expresión 
de PIN1 perjudican la acumulación local de auxinas y afecta a procesos como 
la iniciación de órganos (Okada et al., 1991; Reinhardt et al., 2000), la filotaxis 
(Guenot et al., 2012), el patrón vascular (Scarpella et al., 2006) y la 
morfogénesis del margen de las hojas (Hay et al., 2006). 
Las citoquininas también actuan como una fitohormona que juega un papel 
muy importante en la actividad del ápice meristemático y la formación de 
órganos. De hecho, los dos factores de transcripción principales en la 
regulación del meristemo apical, SHOOT MERISTEMLESS (STM) y WUSCHEL 
(WUS), controlan la señalización y homeostasis de las citoquininas, enfatizando 
la importancia de esta hormona en los procesos de regulación (Yanai et al., 
2005; Gordon et al., 2009). Las citoquininas intervienen en la filotaxis (Giulini et 
al., 2004), la iniciación de órganos laterales (Yoshida et al., 2011), la 
morfogénesis de los márgenes de las hojas (Greenboim-Wainberg et al., 2005; 
Shani et al., 2010; Efroni et al., 2013) y el patrón de venación de las hojas 
(Werner et al., 2003). 
1.4.2.- Desarrollo de la raíz 
El desarrollo del sistema radicular afecta de forma significativa a muchos 
caracteres agronómicos muy importantes y es especialmente importante en 
cómo la planta afronta determinadas condiciones ambientales como periodos 
de sequía o déficit de nutrientes (Malamy, 2005). Habitualmente, el sistema 
radicular se origina de la raíz primaria que se desarrolla a partir del embrión 





generan las raíces terciarias y así sucesivamente. Las raíces secundarias, 
terciarias, cuaternarias y todas las raíces que se siguen formando son referidas 
como el sistema radicular lateral (Malamy y Benfey, 1997). Las raíces laterales 
se desarrollan de forma post embrionaria a través de las células del periciclo de 
la raíz primaria (Zhen-Xing, 2012), lo cual posibilita a la planta modelar el 
sistema radicular de acuerdo con sus necesidades fisiológicas impuestas por el 
medio ambiente (Lynch y Brown, 2012). Adicionalmente a las raíces laterales, 
las plantas pueden desarrollar raíces adventicias, las cuales emergen de 
tejidos que no son de la raíz primaria, tales como el hipocótilo, tallo u hojas 
(Geiss et al., 2009). Algunas especies vegetales desarrollan raíces adventicias 
espontáneamente durante el proceso de reproducción vegetativa. En otras 
especies las raíces adventicias son órganos especializados con propiedades 
específicas, por ejemplo el abastecimiento de aire, como es el caso de las 
raíces aéreas en orquídeas epífitas. Además, las raíces de corona, un tipo de 
raíces adventicias específicas de plantas monocotiledóneas (e.g., arroz, maíz) 
constituyen las raíces de anclaje de sus sistemas radiculares (Hochholdinger et 
al., 2004; Osmont et al., 2007; Bellini et al., 2014). Para desarrollar un sistema 
radicular bien adaptado es clave percibir las condiciones ambientales (Rymen y 
Sugimoto, 2012). Dada la importancia que tienen las raíces para asegurar la 
producción de las especies de interés agronómico, especialmente bajo 
condiciones de suelos con poca fertilidad o en situaciones de disponibilidad de 
agua no óptimas, la mejora del sistema radicular es clave para conseguir un 
buen comportamiento de los cultivos en situaciones adversas (Kell, 2011; Jung 
y McCouch, 2013). En este contexto, resulta muy interesante profundizar en el 
conocimiento de los genes que determinan la formación de las raíces y su 
desarrollo posterior.  
A nivel celular, cuando la semilla germina, la raíz principal emerge y crece 
mediante la división celular que se produce en el meristemo apical y una 
posterior elongación celular (Beemster y Baskin, 1998). El meristemo apical del 
extremo de la raíz es de gran importancia para mantener el crecimiento de 
ésta. Este meristemo actúa como un centro organizador de crecimiento y 





y rodeadas por células iniciales. Estas células iniciales se diferencian a tipos 
celulares específicos mediantes una división asimétrica (Sabatini et al., 2003; 
Garay-Arroyo, 2012). La división coordinada de las células iniciales conduce a 
un patrón radial con capas celulares concéntricas, cada una con funciones 
específicas (Scheres et al., 2002). Debido a esa organización radial y a la 
generación de nuevas células mediante la división de la punta de la raíz, 
seguido de la elongación celular y diferenciación, se generan mapas 
transcripcionales espacio-temporal para cada tipo celular (Birnbaum et al., 
2003). Algunos reguladores moleculares claves del meristemo de la raíz 
primaria, tales como PLT1 (PLETHORA1), SCR (SCARECROW) y SHR 
(SHORT ROOT) también están involucrados en el mantenimiento del nicho de 
celulas madre de las raíces laterales y, muy probablemente, también en los 
meristemos de las raíces adventicias (Lucas et al., 2010; Della Revera et al., 
2013; Tian et al., 2014). De hecho, se ha comprobado que mutaciones en 
algunos de estos genes provocan alteraciones en el desarrollo de raíces 
embrionarias, primarias y laterales (Wysocka-Diller et al., 2000).  
Se ha comprobado que en el desarrollo de los meristemos es muy importante 
la presencia de determinadas hormonas vegetales. En los extremos de las 
raíces se acumulan auxinas endógenas que están involucradas en los 
procesos de división celular, expansión celular y la respuesta gravitrópical en la 
raíz (Petersson et al., 2009; Overvoorde et al., 2010). Los niveles altos de 
auxinas estimulan la división celular, mientras que los niveles bajos estimulan 
la elongación (Perrot-Rechenmann, 2010). Además de la concentración de esta 
hormona, el tipo de auxina también es importante para determinar el desarrollo 
celular. Por ejemplo, el ácido naftalenacético endógeno estimula la elongación 
celular, mientras que el ácido 2,4-diclorofenoxiacético, induce la división de las 
células (Campanoni y Nick, 2005). El crecimiento de la raíz primaria también se 
ve afectada por la presencia de otras hormonas vegetales. Las citoquininas, 
por ejemplo, determinan la división celular en el meristemo de la raíz primaria, 
posiblemente vía una redistribución de auxinas (Dello Ioio et al., 2007; 
Chapman y Estelle, 2009; Ubeda-Tomás et al., 2009; Della Rovere et al., 2013; 





(ABA) inhibe el progreso de ciclo celular (Wang et al., 1998) y que las 
giberelinas controlan la transición de división celular a elongación (Achard et 
al., 2009; Ubeda Tomás et al., 2009). En este contexto se puede afirmar que la 
participación de diferentes fitohormonas, dependientes o independientes de 
señalizaciones por auxinas, convergen en el control de la división y elongación 
celular en el meristemo y en otras zonas de la raíz primaria afectando al 
crecimiento de ésta (Ubeda-Tomás et al., 2012).  
Las raíces laterales emergen de la raíz principal de forma post-embrionaria y 
esto permite a la planta abarcar un mayor volumen del suelo en el que se 
encuentra (Nibau et al., 2008). Estas raíces se desarrollan a partir de tres 
hileras de células del periciclo presentes en el xilema de la parte apical de las 
raíces, mediante un proceso denominado cebado celular (Casimio et al., 2003). 
En este grupo de células el ciclo celular se reactiva y el primordio de la raíz 
lateral (LRP Lateral Root Primordium) se inicia (De Smet, 2012). Las células 
experimentan dos divisiones asimétricas lo cual conduce a una única capa de 
primordio de la raíz lateral. Posteriormente, se producen subsiguientes 
divisiones periclinales lo cual da como resultado un primordio en forma de 
domo o cúpula, el cual emerge de la raíz principal (Benková y Bielach, 2010; 
Dastidar et al., 2012; Smith y De Smet, 2012). La emergencia de la raíz lateral 
está controlada por el balance de auxinas. El transporte de esta hormona 
afecta tanto el patrón de formación de novo del primordio de la raíz lateral 
como el de la capa de células que cubre el primordio para facilitar su 
emergencia (Swarup et al., 2008). Por ejemplo, cuando el represor de auxinas 
SHY2, que se expresa en las células de la endodermis que recubren 
directamente el primordio de la raíz lateral, no se expresa (mutante de pérdida 
de función shy2-24) se provoca el aumento a la respuesta a auxinas en las 
células de la endodermis lo que conduce a una emergencia acelerada de las 
raíces laterales en comparación con la WT. Contrariamente, las plantas con 
sobreexpresión del alelo shy2-2 que reduce la respuesta a auxinas en las 
células de la endodermis muestran una retraso en la emergencia de la raíces 
laterales (Vermeer et al., 2014). Después de la especificación de la células que 





PIN3 se induce en un pequeño grupo de células adyacentes al primordio de la 
raíz lateral. El mutante pin3 muestra restraso en la iniciación de las raíces 
laterales (Marhavý et al., 2013). En su camino a la superficie, la primera capa 
que cruzan las raíces laterales es la endodermis. Las células de la endodermis 
se encuentran rodeadas por una estructura hidrofóbica rica en lignina llamada 
banda de Caspary que configura una barrera de difusión entre el espacio 
extracelular de la corteza de la raíz, conectada al suelo y el tejido vascular, 
conectado a todos los órganos de la planta. Debido a su naturaleza química, un 
polímero de fenol inelastíco, la banda de Caspary es resistente a la 
degredación química y es rígida (Nasser et al., 2012; Lee et al., 2013). Vermeer 
y colaboradores (2014) observaron que las células de la endodermis sufrían un 
cambio dramático de forma a medida que los primordios de las raíces laterales 
crecían. Las células se hacían progresivamente más delgadas, perdían 
volumen, hasta el punto que algunas membranas plasmáticas se fusionaban. 
En plantas que expresan shy2-2 en la endodermis, la activación de las células 
que dan lugar a las raíces laterales es bloqueda y no se forman raíces 
laterales. Este bloqueo es revertido mediante tratamiento con auxinas. Por lo 
tanto, el ajuste de la endodermis al crecimiento del primordio de la raíz lateral 
involucra, una percepción autónoma de auxinas dependiente de SHY2 en la 
endodermis (Vermeer et al., 2014). El péptido de señalización IDA 
(INFLORESCENCE DEFICIENT IN ABSCISSION) y sus receptores, HAESA y 
HSL2, que son unas quinasas ricas en leucina, forman un modelo de 
señalización involucrado en la regulación de las enzimas remodelizadoras de la 
pared celular durante la separación de las células y absición en flores (Cai y 
Lashbrook, 2008). Todos estos elementos de este modelo también se expresan 
en la endodermis, corteza y las células de la epidermis que recubren al 
primordio lateral de la raíz que se está formando. Además, en plantas con 
mutaciones en IDA, HAE o HSL2, el primordio tiene retrasos en cruzar la 
endodermis ya que ésta no se vuelve más delgada (Kumpf et al., 2013). La 
expresión de IDA, HAE y HSL2 es inducida por auxinas y a su vez estos tres 
son requeridos para la expresión apropiada en las células de la endodermis 





el cual la acumulación de auxinas en la endodermis encima del primordio 
induce la expresión de IDA, el cual envía señales a tráves de los receptores de 
HAE y HSL2, los cuales provocan una mayor expresión de la enzima de 
remodelización de la pared celular XTR6 (XTH23/XYLOGLUCAN 
ENDOTRANSGLYCOSYLASE6) y la expansina EXP17 que controlan el 
reblandecimiento de la endodermis (Swarup et al., 2008; Laskowski et al., 
2006).  
Una vez la raíz lateral atraviesa la endodermis, debe cruzar las capas de la 
corteza y la epidermis para emerger a la superficie de la raíz primaria. Al 
observar la raíz lateral emergiendo a tráves de la epidermis y la corteza 
mediante un microscopio electrónico de barrido, no se observan cambios 
significativos en las células, pero éstas son apartadas por la raíz lateral en 
emergencia. La separación de estas células requiere la degradación de la 
laminilla media rica en pectina que une a las células (Kumpf et al., 2013; 
Laskowski et al., 2006). Las pectinas son degradadas por las 
poligaracturonasas (PG), en concreto, se activa la expresión de PGAZAT (PG 
ABSCISSION ZONE ARABIDOPSIS THALIANA) en las células corticales y 
epidermales que rodean al primordio en emergencia (González-Carranza, 
2007; Kumpf et al., 2013). Los transportadores de auxinas LAX3 y PIN3 
contribuyen en dirigir el flujo de auxinas a las células de la corteza y la 
epidermis que se encuentran encima del primordio de la raíz lateral y la 
inducción local de enzimas remodelizadoras dependientes de auxinas de la 
pared celular. Además, la expresión coordinada de LAX3 y PIN3 sólo permite 
ablandar un pequeño grupo de células encima del primordio lo cual previene el 
reblandecimiento general de las células en la zona de emergencia de la raíz 
lateral para que no se facilite el ataque de patógenos (Swarup et al., 2008; 
Péret et al., 2013).  
En contraste con las auxinas, las citoquininas inhiben el desarrollo de las raíces 
laterales mediante la alteración del adecuado patrón de formación de novo del 
primordio de la raíz lateral e, indirectamente, afectando el transporte polar de 





otra parte, ABA actúa como una antagonista de las auxinas durante la 
iniciación de las raíces laterales (Signora et al., 2001; De Smet et al., 2003; 
Fukaki y Tasaka, 2009; Bielah et al., 2012). Además de un efecto directo en la 
inhibición del desarrollo de la raíz lateral, ABA juega un papel de mediador en 
el balance entre citoquininas y auxinas, de tal modo que también inhibe la 
formación de las raíces laterales de forma indirecta (Vandenbussche y Van Der 
Streaten, 2007; Negi et al., 2008, 2010; Lewis et al., 2011; Muday et al., 2012). 
Otras hormonas como las giberelinas, brasinosteroides y estrigolactonas 
actúan potencialmente durante la formación de la raíz lateral vía interferencia 
del transporte y sensibilidad de auxinas (Boa et al., 2004; Koltai et al., 2010; 
Kapulnik et al., 2011).  
Por otra parte, la formación de las raíces adventicias puede compartir 
similitudes con el desarrollo de las raíces laterales ya que ésta se origina de 
una capa de células reminiscentes a las células del periciclo encontradas en la 
raíz primaria (Falasca y Altamura 2003; Falasca et al., 2004; Fattorini et al., 
2009). Este tipo de raíces se desarrollan de tejidos que no son radiculares, 
mayoritariamente partes aéreas de la planta, tales como hipocótilos, hojas y 
tallos. El primordio de las raíces adventicias en desarrollo emerge a partir de un 
callo indiferenciado o a partir de células reprogramadas. De ahí que el origen 
celular de las raíces adventicias no es completamente conocido aunque parece 
que, en la mayor parte de los casos, son células asociadas a tejidos vasculares 
o del cambium las que dan origen a una raíz adventicia (Haissig, 1974; Davis y 
Haissig, 1994; Naija et al., 2008; Bellini et al., 2014). Por otra parte, la 
formación de raíces adventicias es un proceso muy complejo que está influido 
por múltiples factores entre los que destacan la presencia de distintas 
fitohormonas, luz, heridas y estrés. Entre todos estos factores podemos 
destacar, de nuevo, el papel de las auxinas que son muy importantes en la 
formación de este tipo de raíces (De Klerk et al., 1999; Po et al., 2011) y el de 
las citoquininas que actúan como antagonistas de las auxinas (Kuroha y Satoh, 






1.4.3.- Necrosis y muerte celular programada 
La muerte celular programada es un proceso activo y genéticamente controlado 
que conlleva la eliminación selectiva de células dañadas o innecesarias en 
eucariotas. Este mecanismo es esencial para el desarrollo y crecimiento de 
organismos multicelulares así como para ofrecer una respuesta apropiada a 
agentes externos (Lam, 2004; Gechev et al., 2006). La coordinación entre la 
muerte celular, la proliferación, el crecimiento y la diferenciación es de 
fundamental importancia para el mantenimiento de tejidos y la homeostasis de 
órganos (Van Breusegem y Dat, 2006). La muerte celular puede ocurrir de dos 
formas diferentes, mediante un proceso de necrosis o como muerte celular 
programada. La necrosis es consecuencia de un trauma persistente y no es 
considerado como un proceso coordinado genéticamente (Pasqualini et al., 
2003). En contraste, la muerte celular programada es controlada 
genéticamente y se caracteriza por inducir contracción de las células, 
condensación citoplasmática, condensación de la cromatina y fragmentación 
del ADN. La muerte celular programada en plantas está asociada a diferentes 
procesos del desarrollo en los que algunas células mueren para completar su 
función, por ejemplo, la degradación de la capa de aleurona durante la 
germinación de las semillas en monocotiledóneas, la diferenciación de 
elementos traqueales en tejidos del xilema, la degradación del tapétum en 
anteras, la abscisión floral o la senescencia de hojas (Thomas y Franklin-Tong, 
2004; Gechev et al., 2006). La muerte celular programada también es 
importante para algunos mecanismos, como la respuesta hipersensible (RH), 
que confieren inmunidad a las plantas que sufren el ataque de ciertos 
patógenos. La RH causa la formación de lesiones necróticas al activar la ruta 
de muerte celular programada con el objetivo de restringir el crecimiento del 
patógeno (Greenberg et al., 1994; Lorrain et al., 2003). Los mutantes lmm 
(lesion mimic mutants) tienen alterados estos mecanismos de respuesta a 
estrés abiótico y fenotípicamente parecen haber disparado la respuesta 
hipersensible inducida por patógenos aunque no estén siendo atacados por 
ningún microorganismo. Se han aislado mutantes de muerte celular 





Wang et al., 2005), cebada (Wolter et al., 1993), tomate (Barker et al., 2006) y 
Arabidopsis (Greenberg y Ausuble, 1993; Dietrich et al., 1994; Greenberg et al., 
1994; Lorrain et al., 2004; Bouchez et al., 2007). Los mutantes lmm muestran 
diferentes fenotipos con respecto al tiempo y condiciones en la cuales 
aparecen las lesiones. Los mutantes de iniciación forman puntos necróticos de 
tamaño determinado, mientras que los mutantes de propagación no son 
capaces de controlar la tasa o el grado de las lesiones (Lorrain et al., 2003; 
Moeder y Yoshioka, 2008; Mosher et al., 2010).  
En el mutante sns-D (Spontaneous Necrotic Spots) de Arabidopsis se observa 
necrosis de las hojas en condiciones asépticas y es letal cuando la mutación 
está en homocigosis. Este mutante fue identificado en una colección de plantas 
transgénicas obtenidas con una construcción de activación transcripcional 
(Gaussand et al., 2011). El mutante nsl1 de Arabidopsis (Necrotic Spotted 
Lesions 1) proviene de una colección obtenida utilizando elementos 
transponibles y exhibe un retraso en el crecimiento con el desarrollo de 
lesiones necróticas moteadas en las hojas. Estos fenotipos ocurren en 
ausencia de ataques por patógenos lo cual indica que el mutante puede estar 
expresando una respuesta de defensa de manera constitutiva. El modo de 
acción de NSL1 se asocia a una respuesta de defensa frente al ataque de 
patógenos y a una regulación negativa de muerte celular programada (Fedoroff 
y Smith, 1993; Noutoshi et al., 2006). El mutante de tomate M205, también 
proveniente de una colección obtenida utilizando elementos transponibles, 
presenta una mutación que activa constitutivamente rutas de señalización 
relacionadas con la defensa frente a patógenos. Las plantas mutantes 
presentan un fenotipo de enanismo, marchitez y una clorosis progresiva en las 
hojas que conduce a necrosis (Baker et al., 2006).  
1.4.4.- Respuesta morfogenética 
En los últimos años, la obtención de mutantes de Arabidopsis alterados en las 
diferentes etapas organogénicas han permitido la detección de genes 
relacionados con la regeneración adventicia en esta especie modelo (Zhang y 





Perianez-Rodríguez et al., 2014; Motte et al., 2014; Pulianmackal et al., 2014). 
Estos estudios sugieren que las fitohormonas y múltiples rutas de señalización 
convergen para regular la generación de ápices adventicios en las etapas 
tempranas de la organogénesis. Además, recientes estudios moleculares y 
celulares revelan que en los primeros eventos moleculares de la organogénesis 
adventicia la expresión de genes inducidos por fitohormonas cambia y los 
genes de respuesta a auxinas y citoquininas juegan un papel muy importante 
en las primeras etapas. Por ejemplo, la expresión de genes de auxinas (IAA) 
aumenta en un medio de cultivo para la inducción de callo desorganizado (CIM 
Callus-inducing medium), de igual forma, la expresión de genes de respuesta a 
citoquininas aumenta en un medio suplementado con esta fitohormona para 
promover la inducción de ápices (Che et al., 2007, Ren et al., 2009; Yadav et 
al., 2010). De hecho, las rutas de señalización dependientes de auxinas y 
citoquininas conducen a la regulación de genes requeridos para la adquisición 
de competencia y/o inducción de ápices meristemáticos (Che et al., 2002; Che 
et al., 2006; Che et al., 2007; Gordon et al., 2007). Por ejemplo, se ha visto que 
el gen AHK4 que codifica para un receptor de citoquininas está implicado en la 
división celular y la regulación del crecimiento de brotes y raíces (Nishimura et 
al., 2004). Colectivamente, todos estos estudios sugieren que una cantidad 
considerable de genes que codifican componentes de señalización y/o de 
transcripción son altamente inducidos durante la regeneración de ápices, 
demostrando que puede haber un cambio de actividad sustancial de 
señalizaciones y genes reguladores en esta primera etapa.  
Se han aislado los genes ESR1 y ESR2 (ENHANCER OF SHOOT 
REGENERATION), miembros de la familia AP2/ERF, también conocidos como 
DORNRÖSCHEN (DRN), los cuales confieren la formación de brotes 
adventicios independiente de citoquininas (Banno et al., 2001; Ikeda et al., 
2006; Matsou et al., 2011). DRN fue identificado como diana de 
MONOPTEROS, un gen de respuesta a auxinas (Chandler et al., 2007). ESR1 
regula la inducción de ápices después de la adquisición de competencia 
organogénica (Banno et al., 2001), mientras que ESR2 juega un papel muy 





SHAPED COTYLEDON 1 (CUC1) (Ikeda et al., 2006). Se demostró 
recientemente que el dominio AP2/ERF de ESR1 interactúa con el dominio 
MEKHLA de proteínas HD-ZIP III (Cole et al., 2010) que están involucrados en 
la proliferación y diferenciación celular (Marsch-Martinez et al., 2006; 
Passarinho et al., 2008; Ilegems et al., 2010; Iwase et al., 2011). 
El mutante hoc de Arabidopsis tiene una sobreproducción de citoquininas y 
muestra una alta capacidad de regenerar brotes adventicios e incluso plantas a 
partir de explantes de raíz cultivados en un medio sin fitohormonas (Duclercq et 
al., 2011; Catterou et al., 2002). La mutación responsable del fenotipo hoc está 
causada por la sustitución de una adenina por una timina en el dominio 
MEKHLA de ATHB15, un factor de transcripción de HD-ZIP III (Duclercq et al., 
2011). Los genes ESR1 y HD-ZIP III afectan la distribución de auxinas (Ilegems 
et al., 2010). Además, se ha visto que la sobreexpresión de cuatro genes de 
Arabidopsis LBD (LATERAL ORGAN BOUNDARIES DOMAIN), que codifican 
factores de transcripciónque actúan aguas abajo de AUXIN RESPONSE 
FACTOR (ARFs), activa la formación de callo desorganizado cuando se 
cultivan explantes en un medio de inducción de callo (CIM Callus-inducing 
medium), también se observó que la supresión de los genes LDB (LDB16, 
LDB17, LDB18, LDB29) inhiben la formación de callo desorganizado en este 




























En nuestro laboratorio se está abordando un programa de mutagénesis 
insercional en colaboración con los grupos del Dr. Lozano (Universidad de 
Almería) y la Dra. Bolarín (CEBAS-Murcia) con la finalidad de identificar genes 
que controlan caracteres del desarrollo de interés agronómico, al igual que la 
identificación de genes determinantes de la tolerancia a la salinidad en tomate 
y especies silvestres. Actualmente disponemos de una amplia colección de 
líneas T-DNA tanto en cultivares de tomate (alrededor de 4000 líneas) como en 
distintas accesiones de especies silvestres relacionadas como Solanum 
pennellii, S. galapagense y S. pimpinellifolium (unas 3000 líneas). El escrutinio 
de esta colección ha permitido la detección de diversos mutantes con 
alteraciones en el desarrollo vegetativo, desarrollo reproductivo y tolerancia a 
estreses abióticos.  
El cultivo in vitro tienen unas características adecuadas para su uso como 
método de escrutinio para la detección de mutantes insercionales presentes en 
una colección de líneas T-DNA. En concreto, la evaluación se puede hacer en 
un corto periodo de tiempo y con poco espacio. El cultivo se lleva a cabo en 
condiciones ambientales uniformes lo cual facilita la detección de fenotipos con 
cambios sutiles. Además, permite la visualización continua de partes de la 
planta como la raíz. Por último, se pueden analizar caracteres imposibles de 
evaluar de otra forma como la capacidad de regeneración y, en particular, el 
desarrollo de brotes adventicios in vitro. 
Con estos antecedentes se establecen los siguientes objetivos: 
1. Escrutinio de una colección de 762 líneas T-DNA de tomate generada 
con una trampa de intensificadores para la detección de mutantes del 
desarrollo temprano y/o con alteraciones en la respuesta morfogenética. 
2. Caracterización fenotípica de los mutantes de tomate identificados 
mediante el cultivo de diferentes explantes in vitro, así como de plantas 
in vivo, la cuantificación del contenido hormonal endógeno y el análisis 
de cortes histológicos.  
3. Caracterización genética de los mutantes de tomate identificados 





número de insertos T-DNA y la cosegregación del inserto T-DNA y el 
fenotipo mutante.  



































3.1.- Material vegetal 
Se han empleado líneas T-DNA generadas en nuestro grupo tras la 
transformación del cultivar Money Maker de tomate (Solanum lycopersicum) 
con una trampa de intensificadores (Atarés et al., 2011), cedida amablemente 














Figura 5. Representación esquemática del plásmido pD991 que incluye la 
trampa de intensificadores. 
Las líneas se nombran con número consecutivos seguidas del acrónimo ET 
MM por Enhancer Trapping Money Maker. Para la realización de este trabajo 
se utilizan semillas TG2 (obtenidas por la autofecundación de plantas 
transgénicas TG1 diploides). Se parte de 762 líneas T-DNA seleccionadas por 
tener suficiente cantidad de semilla y, en la mayor parte de los casos, que 





3.2.- Escrutinio de la colección de líneas T-DNA para la 
identificación de mutantes en fases tempranas del desarrollo  
Se analiza el fenotipo de las plantas TG2 para identificar líneas que presenten 
alguna mutación en distintos caracteres del desarrollo temprano. Para ello se 
esterilizan las semillas, germinan y se cultivan los explantes de cotiledón y de 
ápice meristemático en diferentes medios. Estos explantes se mantienen por 
un periodo de 25-30 días en una cámara de cultivo con fotoperiodo (16 horas 
luz – 8 horas de oscuridad), con una intensidad luminosa de 70 µE·m-2·s-1 y 
una temperatura constante de 25 ± 2ºC. A continuación se describen los pasos 
necesarios para llevar a cabo este escrutinio. 
3.2.1- Esterilización de semillas 
El cultivo in vitro en condiciones axénicas requiere de una esterilización 
superficial del material vegetal antes de su implantación. El método aplicado 
para la esterilización de las semillas consiste en sumergirlas en una solución de 
hipoclorito de sodio al 2% m/v (lejía comercial diluida a 50%). Para mejorar el 
contacto con la solución esterilizante se añaden unas gotas de un agente 
tensoactivo, 7X-0-matic (Flow Laboratories, Inc, Virginia, EEUU). Después de 
sumergir las semillas durante 30 minutos en esta solución, se realizan tres 
lavados consecutivos de 5, 10 y 15 minutos en agua destilada estéril para 
eliminar los restos del agente esterilizante. 
3.2.2.- Pre-germinación y obtención de plantas axénicas 
Las semillas esterilizadas se siembran en placas Petri a las que previamente se 
han introducido dos hojas de papel de filtro y 7 ml de agua estéril. Las placas 
se cultivan en una cámara de cultivo a 25°C y oscuridad hasta que las semillas 
germinan (la radícula emerge). Estas semillas se transfieren a medio de 
germinación (ver apartado 3.2.4) y se mantienen en la cámara de cultivo con 







3.2.3.- Cultivo de explantes de cotiledón y ápices meristemáticos 
A los 7-10 días de cultivo en medio de germinación MG (ver apartado 3.2.4) las 
plántulas ya han alcanzado el tamaño adecuado y se procede al cultivo de los 
explantes de cotiledón y ápice meristemático. Se toma una plántula y se 
separan ambos cotiledones eliminando el extremo distal y con cuidado de no 
dañar los explantes. Los ápices meristemáticos se obtienen cortando el 
hipocotilo a 1,5 cm del meristemo. Los explantes de cotiledón se cultivan con el 
envés en contacto con el medio en placas Petri con medio organogénico IKZ 
(ver apartado 3.2.4). Por otra parte, los ápices meristemáticos se cultivan en 
botes de vidrio (105 mm de altura x 95 mm de diámetro) que contienen 50 mL 
de medio básico MB3 (ver apartado 3.2.4). La base de cada recipiente se 
divide en seis secciones numeradas para que se sepa de qué plántula 
proceden los explantes de cotiledón y ápice meristemático. Los recipientes se 
pasan a condiciones de cultivo en fotoperiodo por un periodo de 25-30 días.  
3.2.4.- Medios de cultivo 


































































  Solución preparada a 1000X y guardada a -20 
o
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           El pH de los medios se ajusta a 5.7 con KOH y HCl antes de añadir el agar. 







3.3.- Aclimatación y cultivo en invermadero 
Cuando es necesario el cultivo de alguna planta en el invernadero se utilizan 
explantes de yema axilar y ápice meristemático cultivados en medio básico. A 
los 15-20 días del cultivo en este medio las plantas se encuentran en el estado 
adecuado para realizar la aclimatación. Tras extraer la planta del bote de vidrio, 
se eliminan los restos de agar de la raíz, procurando no dañarla. A 
continuación, se trasplanta a una maceta que contiene fibra de coco estéril y se 
cubre con un vaso de plástico para evitar la deshidratación. A los 7-10 días, la 
planta se puede trasplantar con el cepellón a una maceta que contenga fibra de 
coco. El vaso de plástico transparente se mantiene durante los primeros 10-15 
días de cultivo. Una vez transcurrido este periodo, se elimina el vaso, dándose 
por concluida la etapa de aclimatación. 
Las plantas se cultivan en invernaderos con sistema de refrigeración por aire 
acondicionado e iluminación artificial. Se utiliza fibra de coco como sustrato y 
macetas de 25 cm de diámetro y 30 cm de altura con fertirrigación mediante 
sistemas de goteo. Las plantas se cultivaron entutoradas a una guía, 
eliminándose periódicamente las yemas laterales. 
 
3.4.- Técnicas de microscopía 
En algunos mutantes se realizan diversos estudios histológicos. Se visualizan 
en un Microscopio óptico (Nikon Eclipse E600) con cámara digital refrigerada 
DS-Ri. La preparación de las muestras se realiza mediante las siguientes 
metodologías. 
 
3.4.1.- Fijación de las muestras e inclusión en parafina 
Pequeñas secciones de tejido vegetal se introducen en el fijador FAE y se 









Posteriormente se cambia el fijador utilizado por fijador fresco y se mantienen 
las muestras de 4 a 16 horas a 4ºC. Transcurrido este tiempo se elimina el 
fijador y se van haciendo cambios cada media hora a soluciones de etanol con 
concentraciones crecientes (50%, 70%, 85%, 95% y 100%). Después se pasan 
las muestras por concentraciones crecientes de Histoclear en etanol absoluto 
(33%, 50%, 67% y 100%). Tras esto, se pasan las muestras por 
concentraciones crecientes de Parafina en Histoclear (33%, 50%, 67% y 100%) 
manteniendo una temperatura de 58ºC. Una vez las muestras quedan incluidas 
en Parafina ya se pueden montar los bloques donde el tejido se puede cortar 
con un micrótomo para obtener las secciones de 8 µm de grosor y montarlas 
sobre los portaobjetos con Polysina. 
3.4.2.- Eliminación de la parafina y tinción con azul de toulidina 
Para eliminar la parafina y teñir los tejidos de los cortes se sumergen los 
portaobjetos en: 
1. Histoclear  10‟ 
2. EtOH 100% 10‟ 
3. EtOH 90%  5‟ 
4. EtOH 70%  5‟ 
5. H2O  10‟ 
Después de realizar estos pasos se sumergen los portaobjetos en una solución 
de azul de toulidina 0,02% durante 2 minutos, se lavan con agua para eliminar 
los restos de colorante, se dejan secar y se montan con un cubre. 
 
3.5.- Cuantificación de hormonas vegetales endógenas  
En alguno de los mutantes se realiza la cuantificación de diferentes hormonas 
endógenas. Para ello, se toman muestras de entre 100 y 200 mg de tejido 
Componente Concentración 
Etanol absoluto 50% 
Formaldehido 37% 10% 





fresco de las plantas que se desea analizar (3 réplicas biológicas por cada 
genotipo). Estas muestras se tienen que moler utilizando nitrógeno líquido 
antes de realizar la cuantificación que se lleva a cabo en el Servicio de 
Cuantificación de Hormonas del IBMCP. El protocolo utilizado en este análisis 
incluye la extracción y purificación de las muestras con 2-3 columnas de 
extracción en fase sólida (SPE; de fase reversa e intercambio iónico), el uso de 
estándares internos deuterados (excepto para el caso de JA, que se utilizará 
dihidrojasmónico), y el análisis mediante UPLC-espectrometría de masas 
(UPLC acoplada a Q-Exactive, Orbitrap). Las hormonas cuantificadas son:  
1. Giberelinas (GAs). Incluye dos GAs de las rutas de biosíntesis de GA1 y 
GA4. 
2. Otras hormonas ácidas: incluye el ácido jasmónico (JA), el ácido 
salicílico (SA) y dos auxinas como el ácido indol-3-acético (IAA) y el 
ácido abscísico (ABA),  
3. Citoquininas (CKs). Incluye: dihidrozeatina (DHZ), isopenteniladenina 
(iP) y trans-zeatina (tZ). 
Se representa la diferencia relativa de cada hormona analizada del mutante 
respecto del cv. Money Maker ((M-WT)/WT) y si existe diferencia significativa 
mediante el test t entre la media de la concentración del WT y del mutante para 
cada hormona analizada. 
 
3.6.- Injertos  
En algunas ocasiones puede ser interesante realizar injertos entre líneas 
mutantes y plantas WT. De esta forma se puede evaluar la influencia que tiene 
la parte aérea o la parte radicular sobre el fenotipo mutante observado. El 
injerto también puede ser útil si se comprueba que un mutante tiene afectado el 
desarrollo radicular y esto no le permite crecer hasta dar frutos. En cualquier 
caso, primero hay que cultivar las semillas en el invernadero. A los diez días de 
cultivo, cuando ya han comenzado a aparecer las primeras hojas verdaderas, 





ápice meristemático. Luego se realiza un corte oblicuo a la altura del hipocótilo 
y la parte aérea, que queda escindida, se coloca con ayuda de una pinza 
encima de la planta patrón, a la que también se le ha seccionado la parte 
aérea. Los injertos se representan como una fracción con el genotipo de la 
parte aérea en la parte superior y el genotipo de la raíz en la parte inferior. 
 
3.7.- Análisis del modo de herencia del fenotipo mutante 
Mediante el análisis del fenotipo de las plantas transformadas (TG1) y las 
segregaciones observados en sus descendencias (plantas TG2 obtenidas 
mediante autofecundación de las TG1 o plantas procedentes de retrocruces) 
podemos saber qué tipo de mutación se ha producido. El material vegetal 
empleado en este trabajo son plantas TG2, por tanto, si el modo de herencia de 
la mutación es dominante, la planta TG1 muestra un fenotipo mutante y en la 
descendencia TG2 obtenida por autofecundación se espera que ¾ de los 
individuos sean mutantes (homocigotos y hemicigotos) y ¼ WT (acigotos). Si el 
modo de herencia de la mutación es recesivo, la TG1 muestra el fenotipo WT y 
en la descendencia se espera que ¾ tengan fenotipo WT (acigotos y 
hemicigotos) y ¼ mutantes (homocigotos). Con este análisis además del modo 
de herencia, se puede comprobar la influencia de la mutación en la viabilidad 
de las plantas mutantes o en la viabilidad gamética si se completa el análisis 
con el estudio de los retrocruces correspondientes. 
El ajuste de los datos observados a los datos esperados para cada una de las 
segregaciones posibles se realiza mediante el Test 2 aceptando la hipótesis 
de partida cuando la probabilidad de fallo es menor del 5%. En el caso de 
realizar varios experimentos donde se analiza la segregación fenotípica, se 
lleva a cabo el Test 2 de homogeneidad para asegurarnos de que se pueden 







3.8.- Análisis genético del número de insertos T-DNA  
Para saber si en una planta hay algún inserto T-DNA se puede analizar si esa 
planta es resistente a la kanamicina (detectaremos todas aquellas plantas que 
portan al menos un inserto T-DNA con el gen nptII funcional) o analizarla 
molecularmente para ver si porta un inserto T-DNA (aunque éste no confiera 
resistencia a la kanamicina), un fragmento del T-DNA o un fragmento del 
cuerpo del vector (ver apartado 3.9.2).  
En esta Tesis se utiliza el análisis de la resistencia a la kanamicina como 
método para estimar el número de insertos T-DNA con el gen nptII funcional. 
Para saber si una planta es resistente o sensible a la kanamicina se puede 
cultivar yemas axilares en medio de enraizamiento, semillas en medio de 
germinación o explantes de cotiledón u hoja en medio organogénico, todos 
ellos con kanamicina (100 mg·L-1). Así, por ejemplo, en el caso de que haya un 
único inserto de T-DNA con el gen nptII funcional, la segregación observada en 
TG2 se ajustará a 3 KanR : 1 KanS; mientras que si hay dos insertos de T-DNA 
con el gen nptII funcional, la TG2 se ajustará a una segregación de 15 KanR : 1 
KanS.  
El ajuste de los datos observados a los datos esperados para cada una de las 
segregaciones posibles se realiza mediante el Test 2 aceptando que el modelo 
es adecuado cuando la probabilidad de fallo es menor del 5%. En el caso de 
realizar varios experimentos donde se analiza la segregación de resistencia a 
la kanamicina se lleva a cabo el Test 2 de homogeneidad para asegurarnos de 
que se pueden unir todos esos datos y tratarlos como si estuvieran obtenidos 
en un único experimento. 
 
3.9.- Análisis de cosegregación del inserto T-DNA y el fenotipo 
mutante 
La determinación de si existe cosegregación del inserto T-DNA (sea completo o 





Cuando se comprueba que existe cosegregación el siguiente paso es la 
clonación del gen que causa el fenotipo mutante mediante técnicas como el 
Anchor-PCR. Esto es posible gracias a que en esos casos el gen alterado ha 
quedado etiquetado por el inserto T-DNA. Sin embargo, cuando no existe 
cosegregación hay que recurrir a otras técnicas de clonación más costosas en 
tiempo y esfuerzo. 
3.9.1.- Análisis de cosegregación mediante técnicas de cultivo in vitro 
Mediante estas técnicas se puede establecer la cosegregación entre la 
presencia de un inserto T-DNA con el gen nptII funcional y el fenotipo mutante. 
Para ello hay que comparar en plantas de poblaciones segregantes (TG2 y 
TG3 habitualmente) las segregaciones respecto de su fenotipo y de su 
resistencia a la kanamicina. En estos experimentos se modeliza la segregación 
esperada para los casos de cosegregación y de ausencia de cosegregación. 
Por ejemplo, en un mutante recesivo, si se encuentra una plantas mutante (M) 
sensible a la kanamicina (KanS) se puede establecer que no existe 
cosegregación de un inserto T-DNA con el gen nptII funcional y el fenotipo 
mutante. 
El ajuste de los datos observados a los datos esperados para cada una de las 
segregaciones posibles se realiza mediante el Test 2 aceptando que el modelo 
es adecuado cuando la probabilidad de fallo es menor del 5%. En el caso de 
realizar varios experimentos donde se analiza la segregación fenotípica y de 
resistencia a la kanamicina se lleva a cabo el Test 2 de homogeneidad para 
asegurarnos de que se pueden unir todos esos datos y tratarlos como si 
estuvieran obtenidos en un único experimento. 
3.9.2.- Análsis de cosegregación mediante PCR de un fragmento del T-
DNA o del cuerpo del vector y el fenotipo mutante 
Cuando se evalúa la resistencia a la kanamicina mediante cultivo in vitro (ver 
apartado 3.8) sólo podemos saber si se ha integrado algún inserto T-DNA con 
el gen nptII funcional. En el caso de los mutantes que presentan alguna planta 





causado por la inserción de un T-DNA con el gen nptII funcional), se puede 
comprobar si la mutación está causada por la inserción de un fragmento parcial 
del T-DNA o del cuerpo del vector (el mutante sería sensible a la kanamicina 
pero el gen afectado podría estar etiquetado por un fragmento de ADN de 
secuencia conocida). Una posible alternativa para evaluar la presencia de estas 
secuencias es realizar varias reacciones de PCR diseñando diferentes parejas 
de cebadores para amplificar fragmentos del T-DNA o diferentes regiones del 
cuerpo del vector del plásmido pD991 (Figura 6).  
Las condiciones de la PCR utilizadas son: desnaturalización inicial de 5 min a 
94ºC, seguido de 35 ciclos de 30 s a 94ºC, 30 s a 60ºC y 1 min a 72ºC, 
terminando con una extensión final de 5 min a 72ºC. Las reacciones de PCR se 
analizan por electroforesis en gel de azarosa, teñidas con BrEt al 1% y se 
visualizan con luz U.V. 
 
Figura 6. Representación esquemática de los cebadores empleados para 
rastrear la presencia de fragmentos de T-DNA (arriba) y/o del cuerpo del 






3.10.- Identificación del gen etiquetado mediante Anchor-PCR  
Para saber la secuencia del genoma en la que se ha insertado el T-DNA se 
utiliza la estrategia Anchor-PCR (Schupp et al., 1999), con la que se puede 
determinar las secuencias flanqueantes a ambos extremos del T-DNA (Gidoni 
et al., 2003). En esta estrategia se realizan digestiones del DNA con 
endonucleasas de restricción. A los fragmentos generados se ligan 
adaptadores sintéticos, de tal manera que podemos realizar una serie de PCRs 
"anidadas" o "solapantes" usando parejas de cebadores uno del T-DNA (Right 
Border) y otro del adaptador sintético con saltos de tamaño conocidos, lo que 
facilita la identificación de los fragmentos específicos en un gel de agarosa 
(Figura 7). 
 
Figura 7. Representación esquemática de las PCRs solapantes utilizadas 
para la clonación del gen etiquetado mediante Anchor-PCR. 
 
En primer lugar se digiere 500 ng del ADN genómico de cada planta a analizar 
durante 4h a 37ºC con una serie de enzimas de restricción, a saber, EcoRV, 
DraI, ScaI, StuI, AluI, HincII, PvuII y SmaI, en una reacción de 40 μL de 
volumen final. Se seleccionan estas enzimas porque generan fragmentos de 
extremos romos, los cuales se ligan al adaptador. El adaptador es una doble 
cadena parcial de ADN, descrita su preparación en Schupp y colaboradores 
(1999). El adaptador (5 pmol) se liga durante 3h a 37ºC al ADN genómico 
previamente digerido con una unidad de T4 DNA ligasa (Promega). La 
digestión-ligación del ADN se utiliza como molde en la amplificación inicial. En 
esta PCR primaria se usa 1 μL de digestión-ligación, 1 unidad de REDTaq® 
DNA polimerasa (SI MA-Aldrich) y 0,33 μM de los cebadores RB-1 (5  -





3  ) que anillan en el Right Border y en el Adaptador respectivamente. El 
programa utilizado en el termociclador (Eppendorf Mastercycler ep gradient S) 
comienza con una desnaturalización de 4 min a 94ºC, seguido por 35 ciclos de 
30 s a 94ºC, 30 s a 55ºC y 2 min a 72ºC y por último, una extensión final de 1 
min a 72ºC. El producto de PCR se diluye 50 veces y se re-amplifica en la PCR 
secundaria. Para esta segunda PCR se usan dos cebadores internos, a saber, 
RB-2 (5  -  TCTT C AA  ATA T  ) y Ad-2 (5  -
CTATA   CTC A C  C-3  ). Las condiciones de PCR son las mismas que 
en la primaria, sólo cambia la temperatura de anillamiento a 58ºC. Se mejoró el 
método Anchor-PCR descrito por Schupp y colaboradores (1999) añadiendo 
una PCR terciaria, con el objeto de incrementar la especificidad de los 
fragmentos amplificados. Para esta tercera PCR se diluye 100 veces el 
producto de amplificación de la PCR secundaria, el cual se utiliza como molde 
y se amplifica con los cebadores RB-3 (5  -CT  C TAATA C AA A  -3  ) y 
Ad-3 (5  -A C  C    A  T-3  ). Las condiciones de PCR utilizadas son: 
desnaturalización inicial de 2 min a 94ºC, seguido de 35 ciclos de 15 s a 94ºC, 
15 s a 60ºC y 2 min a 72ºC, terminando con una extensión final de 1 min a 
72ºC.  
Se analiza un décimo del volumen de la reacción por electroforesis en gel de 
azarosa y teñido con BrEt al 1%. El producto de las reacciones de PCR de 
interés se purifica mediante cromatografía de afinidad utilizando el kit 
GenEluteTM PCR Kit (Sigma-Aldrich) y se reamplifica con el cebador Ad-3 y 
RB-3 en reacciones independientes de secuenciación utilizando los reactivos 
BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems). Las 
secuencias obtenidas se analizan y comparan con las secuencias depositadas 
en la base de datos SGN (Solanacea Genomics Networks - 
http://www.sgn.cornell.edu/tools/blast/), para conocer tanto la identidad de la 







3.10.1.- Análsis de cosegregación mediante PCR del gen identificado por 
Anchor-PCR y el fenotipo mutante 
Tras el clonaje por Anchor-PCR se conocen las secuencias flanqueantes al 
inserto T-DNA en el mutante en estudio. Por tanto, es posible comprobar en las 
progenies segregantes si el inserto (alelo mutante) se encuentra en 
homocigosis, heterocigosis, o acigosis en cada una de las plantas que 
constituye la población segregante en estudio. El diagnóstico genotípico se 
realiza mediante PCR, en concreto, mediante dos reacciones de amplificación. 
En una PCR se utilizan los cebadores específicos del alelo silvestre y en la otra 
PCR se usa uno de los cebadores del gen y otro cebador del T-DNA. Ambas 
PCR se usan para cada planta de la familia segregante, de modo que, las 
plantas que amplifiquen sólo el alelo silvestre serán catalogadas como 
acigóticas, en las que amplifiquen sólo el alelo mutante serán homocigóticas 
para el T-DNA y aquellas plantas donde amplifiquen ambas PCRs serán 
hemicigóticas. De esta manera se puede correlacionar la homocigosis, 
hemicigosis y acigosis para el alelo mutante con el fenotipo mutante y así 
confirmar si la mutación responsable del fenotipo detectado está etiquetada por 
el inserto o no. 
 
3.11.- Evaluación de la expresión del gen delator 
En los genotipos en los que se establece que existe cosegregación del inserto 
T-DNA y el gen mutado se lleva a cabo el análisis histoquímico X-GLUC para 
detectar la expresión del gen delator uidA. Tras recoger las muestras, se les 
añade solución X-GLUC en cantidad suficiente para que las cubra. Estas 
muestras se dejan durante 24 horas incubando en oscuridad, a 37oC para que 















Tras la incubación, se elimina la solución X-GLUC y se realizan varios lavados 
con etanol 70% para eliminar la clorofila de los tejidos y poder detectar mejor la 
tinción azul que produce la expresión del gen uidA. Las fotografías de estas 










X-GLUC (Disolver en DMSO 1%) 1.0 mM 
Tampón Na2HPO4 100 mM 
Tampón NaH2PO4 100 mM 
EDTA 10 mM 
K-Ferrycyanide (FeIII) 0.5 mM 
K-Ferrycyanide (FeII) 0.5 mM 
Triton X-100 0.1% 


















4.1.- Escrutinio de la colección de líneas T-DNA para la 
identificación de mutantes en fases tempranas del desarrollo 
En nuestro grupo disponemos de una amplia colección de líneas T-DNA tanto 
en cultivares de tomate (alrededor de 4000 líneas) como en distintas 
accesiones de especies silvestres relacionadas (Solanum pennellii, S. 
galapagense y S. pimpinellifolium). A partir de las plantas transgénicas 
obtenidas (TG1), tras su aclimatación y cultivo en el invernadero, se obtienen 
mediante autofecundación las semillas TG2. Este material está siendo 
empleado para el estudio de diferentes caracteres de interés agronómico como 
características del fruto y tolerancia a diversos estreses abióticos en 
colaboración con los grupos del CEBAS dirigido por la doctora Bolarín y de la 
Universidad de Almería dirigido por el doctor Lozano. 
En esta Tesis se han analizado 762 líneas TG2 obtenidas a partir de la 
transformación de una variedad de tomate de crecimiento indeterminado, 
Money Maker, con una trampa de intensificadores. En este material se ha 
llevado a cabo la identificación de mutantes afectados en procesos de 
morfogénesis y desarrollo temprano de las plantas. A la hora de llevar a cabo el 
escrutinio preliminar, se decidió evaluar 24 plantas TG2 de cada línea T-DNA 
para asegurarnos de que, incluso si la mutación es recesiva, vamos a estar en 
disposición de identificarla. Esto ha representado el manejo de más de 54.000 
explantes, entre cotiledones y ápices meristemáticos, en esta parte inicial del 
trabajo. 
Con esta estrategia se han identificado mutantes alterados en diferentes 
caracteres del desarrollo temprano así como mutantes alterados en la 
respuesta morfogenética in vitro. Para una mejor organización de este trabajo 
se han agrupado los mutantes por caracteres en función del fenotipo más 
aparente y que más destaca. Sin embargo, esta adscripción no indica que sólo 
esté alterado en ese carácter ya que se han observado efectos pleiotrópicos en 






4.1.1.- Identificación y caracterización de mutantes con 
alteraciones en la parte aérea 
El meristemo apical de una planta es donde se inicia la formación de los 
órganos aéreos, incluyendo hojas, tallo, meristemos axilares y flores. Un buen 
balance en el mantenimiento del crecimiento del meristemo apical y la 
formación de órganos es esencial para el desarrollo apropiado de las plantas. 
En el presente trabajo de Tesis se han identificado seis mutantes que se han 
clasificado en la categoría de “alteraciones en el desarrollo de la parte aérea”. 
Los cambios fenotípicos en estos mutantes afectan al mantenimiento del 
crecimiento del meristemo apical (1440 ET MM, 1405 ET MM), a la longitud de 
los entrenudos (2733 ET MM), y a la morfología o arquitectura de las hojas 
(1381 ET MM, 2635 ET MM). Además, se ha detectado una línea mutante 
(2489 ET MM) que presenta alteraciones pleiotrópicas en el crecimiento 
vegetativo, morfología foliar y desarrollo de las flores. 
Dentro de los mutantes que se han identificado en cultivo in vitro, en cuatro de 
ellos (1440 ET MM, 2733 ET MM, 1381 ET MM, 2489 ET MM) se comprobó 
que el fenotipo se reproduce en condiciones de invernadero. Al mismo tiempo 
que se hizo la caracterización del fenotipo, se estudió el modo de herencia, el 
número de insertos T-DNA con el gen nptII funcional y se analizó si existe 
cosegregación entre un inserto de T-DNA y el fenotipo mutante. Se determinó 
que tres de las seis líneas presentan una mutación insercional, es decir, la 
causante de la mutación es un inserto T-DNA. De hecho, en una de ellas ya se 
ha clonado el gen que causa la mutación y actualmente se está trabajando 
para clonar los genes de las otras dos líneas. A continuación se va a mostrar 
cuáles son los resultados obtenidos tras el estudio de estos mutantes con 







4.1.1.1.- Mutante 1440 ET MM 
Esta línea se detectó al cultivar ápices meristemáticos de plántulas en medio 
básico. En ese momento se observaron algunas plantas axénicas con 
alteraciones en el crecimiento del meristemo apical (SAM). A los 10 días de 
cultivo en medio básico, las plantas mutantes desarrollaron dos o tres hojas 
verdaderas pero el meristemo detenía su crecimiento. Al observar las plantas 
mutantes de manera más detallada mediante una lupa, se vio la formación de 
un pequeño callo en la zona donde se detiene el crecimiento del meristemo 
apical. También se observó, en algunos casos, la emergencia de lo que parece 











Figura 8. Fenotipo de plantas axénicas procedentes de ápices 
meristemáticos de la línea 1440 ET MM tras 10 días de cultivo en 
medio básico. La flecha muestra la formación de un pequeño callo. La 
barra representa 1 cm.  
A los 30 días de cultivo en medio básico, se observó que algunas de las 
plantas mutantes revertían su fenotipo y seguían creciendo. En ese caso se vio 
la elongación del ápice y el desarrollo de más hojas. Sin embargo, la altura de 
las plantas mutantes que reanudaron su crecimiento era menor en 


















Figura 9. Fenotipo de plantas axénicas procedentes de ápices 
meristemáticos de la línea 1440 ET MM tras 30 días de cultivo en medio 
básico. La barra representa 1 cm.  
Se sembraron más progenies TG2 en el invernadero para ver si la alteración 
que se observaba en condiciones de cultivo in vitro se reproducía en estas 
condiciones. Después de 15 días se comprobó que la alteración vista en cultivo 
in vitro se observaba también en plántulas procedentes de semillas cultivadas 








 Figura 10. Fenotipo de plántulas procedentes de semillas TG2 de la línea 
1440 ET MM 15 días después de su siembra en el invernadero. La barra 








Se observó cómo las plantas mutantes que estaban en el invernadero no 
podían continuar creciendo normalmente como ocurría con algunos mutantes 
cultivados in vitro. Las plantas mutantes tenían un menor tamaño y la 
morfología de las hojas estaba alterada. Las hojas tenían menos foliolos que 








































Figura 11. Fenotipo de plántulas procedentes de semillas TG2 de la línea 
1440 ET MM 35 días después de su siembra en el invernadero. La barra 
representa 5 cm.  
Análisis del modo de herencia del fenotipo mutante 
Para conocer el tipo de mutación que se había producido, se analizaron 168 
individuos de la línea 1440 ET MM en condiciones de cultivo in vitro en tres 







homogeneidad indicó que las muestras eran homogéneas y el análisis de los 
datos acumulados (2 datos acumulados) indicó que no había motivos para 
durar de un modelo de herencia monogénica recesiva (Tabla 1). 
Tabla 1. Análisis del modo de herencia del mutante 1440 ET MM. 
 
 
Análisis genético del número de insertos T-DNA  
En cuanto a la resistencia a la kanamicina, se comprobó que la línea 1440 ET 
MM no era portadora de un único inserto T-DNA con el gen nptII funcional (2 
DA (3:1) = 34.57 > 3.84 1 g. l. (5%)). Por lo tanto, se realizó el análisis para dos 
hipótesis (2 o 3 insertos T-DNA con el gen nptII funcional (Tabla 2).  
Tabla 2. Análisis del número de insertos T-DNA con el gen nptII funcional 
de la línea 1440 ET MM. 




Observada 12 7 
19 
 
1.42 Esperada (3:1) 14.3 4.7 
Experimento 2 
Observada 33 9 
42 
 
0.28 Esperada (3:1) 31.5 10.5 
Experimento 3 
Observada 80 27 
107 
 




Observada 125 43 
168 
 






H = 1.68) indica que la muestras son homogéneas (P>0.05; 
2






















































homogeneidad indica que la muestras son homogéneas para una segregación 15:1 (2.39) 
pero no para una segregación 63:1 (9.09) (P>0.05; 
2






El análisis de los datos acumulados sugirió que, con una probabilidad de fallo 
menor del 5%, la línea 1440 ET MM era portadora de dos insertos T-DNA con 
el gen nptII funcional (2 DA (15:1) = 0.23 < 3.84 1 g. l. (5%)). 
Análisis de cosegregación del inserto T-DNA y el fenotipo mutante 
Para establecer si existía cosegregación de uno de los dos insertos T-DNA y el 
fenotipo mutante se decidió evaluar las progenies TG3 procedentes de plantas 
TG2 WT KanS. Si en un número suficiente de estas progenies no se observara 
el fenotipo mutante quiere decir que existe cosegregación entre uno de los 
insertos T-DNA con el gen nptII funcional y el fenotipo mutante. Al calcular el 
número de familias TG3 necesarias para poder asegurar esto con una 
probabilidad de fallo menor del 5% el resultado es que, al menos, hay que 
evaluar tres familias TG3 procedentes de TG2 WT KanS. Para disminuir la 
probabilidad de fallo, se evaluó el fenotipo de las progenies TG3 procedentes 
de 4 plantas TG2 WT KanS cultivadas y en ninguna de ellas se observó el 
fenotipo mutante. Este resultado nos permitió afirmar, con una probabilidad de 
fallo menor del 3.4%, que uno de los insertos T-DNA presentes es la línea 1440 
ET MM es el causante del fenotipo mutante. 
También, se cultivaron 15 plantas TG2 WT KanR para conseguir separar los 
dos insertos T-DNA con el gen nptII funcional y ver cuál de ellos era el 
responsable de la mutación. Tras el análisis de las progenies TG3 de las 15 
plantas cultivadas, se detectó una, la línea 1440-17 ET MM, que segregaba 
para la mutación (2 DA (3:1) = 0.02 < 3.84 1 g. l. (5%), Tabla 3) y portaba un inserto 
T-DNA con el gen nptII funcional (2 DA (3:1) = 0.18 < 3.84 1 g. l. (5%), Tabla 4). 
 
Tabla 3. Análisis del modo de herencia del mutante 1440-17 ET MM. 




Observada 8 4 
12 
0.44 Esperada (3:1) 9.0 3.0 
Experimento 2 
Observada 42 12 
54 




Observada 50 16 
66 






H = 0.65) indica que la muestras son homogéneas (P>0.05; 
2






Tabla 4. Análisis del número de insertos T-DNA con el gen nptII funcional 
de la línea 1440-17 ET MM. 
 
Para corroborar que este inserto que confiere resistencia al antibiótico era el 
causante de la mutación no deben haber plantas mutantes dentro de la 
población de plantas sensibles a la kanamicina (18) y, además, se debe 
observar una distribución 1 WT KanS : 2 WT KanR : 1 M KanR (1:2:1).  
Tabla 5. Análisis de cosegregación del inserto T-DNA y el fenotipo mutante 
de la línea 1440-17 ET MM. 
 
Tras realizar la prueba de la 2 de datos acumulados se pudo comprobar que la 
distribución obtenida se ajusta a la hipótesis anterior (2 DA (1:2:1) = 0.18 < 5.99 2 
g. l. (5%)). Por tanto, se pudo concluir, con una probabilidad de fallo menor del 
3.6%, que no había motivos para dudar de que el inserto T-DNA con el gen 
nptII funcional presente en la línea TG2 1440-17 WT KanR era el causante del 













Observada 8 4 
12 
0.44 Esperada (3:1) 9.0 3.0 
Experimento 2 
Observada 40 14 
54 




Observada 48 18 
66 






H = 0.29) indica que la muestras son homogéneas (P>0.05; 
2
 2 g. l. = 5.99) 
 












Observada 4 4 4 0 
12 
1.33 Esperada (1:2:1) 3.0 6.0 3.0 0 
Experimento 2 
Observada 14 28 12 0 
54 




Observada 18 32 16 0 
66 






H = 1.64) indica que la muestras son homogéneas (P>0.05; 
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Evaluación de la expresión del gen delator 
En el momento actual se están llevando a cabo los trabajos de clonación de las 
regiones flanqueantes al T-DNA de la familia 1440-17 ET MM para averiguar el 
gen que ha sido etiquetado. Al ver que existe cosegregación se ha realizado el 
análisis de expresión del gen delator en explantes de tallo que incluían al 
meristemo apical. Al haber obtenido esta línea con una trampa de 
intensificadores cabe la posibilidad de que el patrón de expresión del gen 
delator esté mimetizando el del gen etiquetado.  
Se observó que los explantes procedentes de plantas mutantes presentan una 
expresión clara del gen delator en las zonas cercanas a donde se localiza el 
meristemo apical. En cambio, entre los explantes procedentes de plantas WT, 
hay algunos sin y otros con expresión del gen delator correspondientes a las 







Figura 12. Expresión del gen delator uidA en la zona apical de plantas 
axénicas de la línea 1440 ET MM. La barra representa 1 mm. 
 
La colocalización de la expresión del gen delator y del origen del fenotipo más 
relevante de esta línea apoya la hipótesis de que existe cosegregación entre el 
inserto T-DNA y el fenotipo mutante. Además, un estudio más en profundidad 







4.1.1.2.- 1405 ET MM 
Esta línea se detectó al ver que tras el cultivo de ápices meristemáticos en 
medio básico algunas plantas axénicas detenían el crecimiento de la parte 
aérea. Las plantas con fenotipo mutante desarrollaban entre una y dos hojas y 










Figura 13. Fenotipo de plantas axénicas procedentes de ápices 
meristemáticos de la línea 1405 ET MM tras 20 días de cultivo en medio 
básico. La barra representa 1 cm.  
 
También se observó que algunas de las plantas mutantes que presentaban la 
alteración en el crecimiento de la zona apical, tras un tiempo sin ningún 
cambio, continuaban con el crecimiento de la parte aérea a través de la 
formación de un meristemo que asumía el papel de meristemo apical y que, a 
partir de ese momento mantenía un desarrollo igual que el de las plantas WT 
















Figura 14. Fenotipo de plantas axénicas procedentes de ápices 
meristemáticos mutantes de la línea 1405 ET MM tras 30 días de cultivo en 
medio básico. La barra representa 1 cm. 
 
Al ver que estaba afectado el desarrollo de los meristemos, en esta línea se ha 
evaluado también la morfogénesis adventicia. La respuesta organogénica de 
los explantes de cotiledón es más lenta en las plantas mutantes. En los 
cotiledones provenientes de estas plantas, se observó la generación de un 
callo desorganizado y el crecimiento de pequeñas hojas, mientras que en 
explantes de cotiledón de plantas WT, en el mismo momento, se vio la 







Figura 15. Fenotipo de explantes de cotiledón de la línea 1405 ET MM tras 







Análisis del modo de herencia del fenotipo mutante 
Se observó la mutación en los dos experimentos realizados. Tras comprobar 
que los experimentos eran muestras homogéneas, el resultado del análisis de 
los datos acumulados (2 datos acumulados) nos indicó que no había motivos 
para dudar de que el fenotipo alterado fuera producido por una mutación 
monogénica recesiva (Tabla 6). 
 
Tabla 6. Análisis del modo de herencia del mutante 1405 ET MM. 
 
Análisis genético del número de insertos T-DNA  
Tras analizar 42 plantas TG2 en dos experimentos, los resultados indicaron 
que no había motivos para dudar de que la línea 1405 ET MM portaba un único 
inserto T-DNA con el gen nptII funcional (Tabla 7). 
 
Tabla 7. Análisis del número de insertos T-DNA con el gen nptII funcional 
de la línea 1405 ET MM. 
 
 




Observada 9 2 
11 
 
0.27 Esperada (3:1) 8.3 2.7 
Experimento 2 
Observada 22 9 
31 
 




Observada 31 11 
42 
 






H = 0.51) indica que la muestras son homogéneas (P>0.05; 
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Observada 8 3 
11 
 
0.03 Esperada (3:1) 8.3 2.7 
Experimento 2 
Observada 25 6 
31 
 




Observada 33 9 
42 
 






H = 0.27) indica que la muestras son homogéneas (P>0.05; 
2






Análisis de cosegregación del inserto T-DNA y el fenotipo mutante 
Tras el análisis se comprobó que no existía cosegregación del inserto T-DNA y 
el fenotipo mutante en la línea 1405 ET MM, ya que se observaron dos plantas 
mutantes sensibles a la kanamicina en el segundo experimento realizado 
(Tabla 8). 
 
Tabla 8. Análisis de cosegregación del inserto T-DNA y el fenotipo mutante 
de la línea 1405 ET MM. 











Experimento 1 6 3 2 0 11 
Experimento 2 18 4 7 2 31 
Datos acumulados 24 7 9 2 42 
 
 
Se están llevando a cabo los cruces de las plantas mutantes sensibles a la 
kanamicina con plantas de S. pimpinellifolium con el fin de poder llegar a clonar 





4.1.1.3.- 2489 ET MM 
Esta línea mutante se detectó tras el cultivo de semillas TG2 en medio de 
germinación. En esas condiciones se vio que algunas plántulas presentaban un 
crecimiento menor de la parte aérea y los cotiledones se enrollaban y no se 
expandían como los cotiledones en plántulas WT. También se vio que el 
sistema radicular embrionario de las plantas mutantes no presentaba 

















Figura 16. Fenotipo de plántulas procedentes de semillas de la línea 2489 
ET MM tras 15 días de cultivo en medio de germinación. La barra 
representa 1 cm. 
Treinta días después de realizar el subcultivo de los ápices meristemáticos de 











observó que las plantas axénicas mutantes crecían pero de manera más lenta 
que las plantas WT. Se observó la emergencia de hojas, las cuales eran 
arrugadas y enrolladas. Además, las plantas axénicas mutantes no 
presentaban alteraciones en el sistema radicular adventicio, fueron capaces 
desarrollar raíces adventicias primarias de las cuales emergían las laterales del 










Figura 17. Fenotipo de plantas axénicas procedentes de ápices 
meristemáticos de la línea 2489 ET MM tras 30 días de cultivo en medio de 
enraizamiento. La barra representa 1 cm. 
Al ver las anomalías antes descritas, se procedió a analizar histológicamente 
algunos órganos de las plantas mutantes. El tallo de las plantas axénicas 
mutantes tenía un grosor mayor que el de las plantas WT. En una primera 
aproximación se observó que las células que formaban algunos de los tejidos 
del tallo eran más grandes que las mismas células en las plantas WT (e. g.: 
células epidérmicas. Se observó una distribución más irregular de los haces 
vasculares en el tallo de plantas mutantes. También se realizaron cortes 
histológicos de las hojas, en concreto el limbo de sus foliolos. De nuevo se vio 







eran más grandes que las células en los foliolos de plantas WT. Además, el 
nervio principal de plantas WT y mutantes no presentaba diferencias 
considerables en cuanto a su tamaño total aunque sí respecto del tamaño de 
sus células. En cuanto a la zona meristemática de los mutantes, se observó 
con un corte longitudinal que el domo que forman las células del ápice de 
plantas mutantes era de mayor tamaño que el de las plantas WT. También, se 
vio que las células que forman la capa más externa son más grandes que las 




















Figura 18. Cortes histológicos de la línea 2489 ET MM. Corte transversal 
del tallo (fotos superiores), corte transversal de la parte central de un foliolo 
de hoja (fotos medias) y corte longitudinal de un meristemo apical (fotos 








Tras la aclimatación y después de cuatro meses de cultivo en invernadero una 
de las plantas mutantes formó una inflorescencia con flores pequeñas que no 
dio ningún fruto. A los nueves meses de cultivo, la plantas continuaron con su 
crecimiento y se observó la aparición de inflorescencias con varias flores. Los 
cuatro verticilos de las flores de plantas mutantes no presentaron grandes 
alteraciones morfológicas, pero el tamaño fue menor en comparación con las 



















Figura 19. Fenotipo de plantas cultivadas en el invernadero durante 120 
días (foto superior) y 270 días (foto media) y de sus órganos reproductivos 







En una de las plantas mutantes se observó la formación de un fruto tras 10 
meses de cultivo en el invernadero. Este fruto fue de menor tamaño que los 


















Figura 20. Fenotipo de una planta cultivada en el invernadero durante 300 
días (foto superior) y de un fruto maduro de la línea 2489 ET MM. La barra 








En este mutante se ha analizado el contenido hormonal endógeno. En este 
caso, la mayor parte de las hormonas presentaban valores relativamente 
similares a los de las plantas WT, sin embargo, el mutante tenía un mayor 
contenido de ácido indolacético, más del triple del contenido de las plantas WT 





Figura 21. Contenido hormonal endógeno en las hojas de plantas 
mutantes de la línea 2489 ET MM. Se representa la diferencia relativa de 
cada hormona analizada del mutante respecto del cv. Money Maker ((M-
WT)/WT). El asterisco representa que existe diferencia significativa (test t: 
P<0,05) entre la media de la concentración del WT y del mutante. 
Al comprobar que el fenotipo de estas plantas se asemejaba al de otros 
mutantes afectados en la producción y/o percepción de los brasinosteroides, se 
aclimataron más plantas mutantes en el invernadero y se procedió a aplicar un 
tratamiento de este tipo de sustancia de manera exógena mediante la 
pulverización de 24-epibrassinolide 1.0 µM cada 48 horas. Se vio que la 
aplicación de brasinosteroides no afectaba al crecimiento vegetativo general de 
las plantas. Sin embargo, se observó que las plantas mutantes a las cuales se 
les aplicó la hormona sí que responden al tratamiento, ya que las hojas de 
estas plantas se empezaban a expandir y a manifestar una cierta reversión 
parcial al fenotipo WT. Se observó que las hojas basales, presentaban una 
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probablemente debido a que al ser hojas más viejas, habían recibido más 
















Figura 22. Fenotipo de plantas cultivadas en el invernadero durante 150 
días de la línea 2489 ET MM. A la planta de la derecha se le ha aplicado 
un tratamiento con brasinosteroides. La barra representa 5 cm. 
Análisis del modo de herencia del fenotipo mutante 
La mutación se observó en los dos experimentos realizados. El análisis de 
homogeneidad indicó que las muestras eran homogéneas y el resultado del 
análisis de los datos acumulados (2 datos acumulados) nos indicó que no 
había motivos para dudar de que el fenotipo alterado esté causado por una 









Tabla 9. Análisis del modo de herencia del mutante 2489 ET MM. 
 
Análisis genético del número de insertos T-DNA  
Tras analizar 57 plantas TG2 en dos experimentos y comprobar que las 
muestras son homogéneas mediante la prueba de la 2 de homogeneidad, los 
datos acumulados, (55 plantas KanR y sólo 2 plantas KanS), indicaron que 
había motivos para dudar de la hipótesis de un inserto T-DNA con el gen nptII 
funcional (2 DA (3:1) = 14.04 > 3.84 1 g. l. (5%)). Por lo tanto, se procedió a ajustar 
la segregación observada a una hipótesis para dos insertos T-DNA con el gen 
nptII funcional. Los resultados nos indicaron que no había motivos para dudar 
de que la línea 2489 ET MM portaba dos insertos T-DNA con el gen nptII 
funcional (Tabla 10). 
Tabla 10. Análisis del número de insertos T-DNA con el gen nptII funcional 
de la línea 2489 ET MM. 
 
Análisis de cosegregación del inserto T-DNA y el fenotipo mutante 
Para determinar si existía cosegregación del inserto T-DNA y el fenotipo 
mutante se analizaron las progenies TG4 de seis plantas TG3 de fenotipo WT. 
Cabe señalar que dentro de esta población TG3 se ha observado previamente 




Observada 14 4 
18 
 
0.07 Esperada (3:1) 13.5 4.5 
Experimento 2 
Observada 31 8 
39 
 




Observada 45 12 
57 
 






H = 0.02) indica que la muestras son homogéneas (P>0.05; 
2










Observada 16 2 
18 
 
0.73 Esperada (15:1) 16.8 1.2 
Experimento 2 
Observada 39 0 
39 
 




Observada 55 2 
57 
 






H = 2.59) indica que la muestras son homogéneas (P>0.05; 
2






la segregación de 3 planta KanR y 1 planta KanS y también se observó la 
segregación de la mutación (Tabla 11). 
Tabla 11. Fenotipo y resistencia a la kanamicina de progenies TG4 
procedentes de seis plantas TG3 de fenotipo WT de la línea 2489 ET MM. 
 
Se vio que en la progenie TG4 de dos plantas TG3 (2489-57-9 y 2489-57-14) 
no aparece el fenotipo mutante porque la planta era acigota para la mutación. 
También, en dos de ellas (2489-57-5, 2489-57-9) hubo una respuesta 
homogénea en cuanto a la resistencia o sensibilidad a la kanamicina, ya que la 
primera era homocigota y la segunda acigota para el T-DNA con el gen nptII 
funcional. Hay varios datos que nos indicaron la ausencia de cosegregación 
entre el inserto T-DNA con el gen nptII funcional y el fenotipo mutante. En las 
progenies TG4 de las plantas 2489-57-4 y 2489-57-8 se observó una planta de 
fenotipo mutante que es sensible al antibiótico. Además, toda la progenie TG4 
de la planta TG3 2489-57-2 era sensible a la kanamicina y se observó la 
mutación, lo cual indica que la planta TG3 2489-57-2 es portadora de la 
mutación pero no de un inserto T-DNA con el gen nptII funcional. 
Una vez que se ha descartado la posible cosegregación de un inserto de T-
DNA con el gen nptII funcional con el fenotipo mutante se va a analizar si existe 
algún inserto parcial de T-DNA o del cuerpo del vector que cause esta 
mutación. De forma simultánea se van a realizar los cruces con S. 
pimpinellifolium para llegar a obtener plantas F2. 










2489-57-2 0 9 0 1 
2489-57-4 12 3 4 1 
2489-57-5 26 0 4 0 
2489-57-8 19 5 6 1 
2489-57-9 0 24 0 0 





4.1.1.4.- Mutante 2733 ET MM 
Esta línea mutante se detectó porque tras el cultivo de ápices meristemáticos 
en medio básico durante 20 días se vio que algunas plantas axénicas tenían 
una menor altura y con un mayor número de entrenudos que las plantas WT. 
Además, los foliolos en las plantas axénicas mutantes eran más pequeños y no 




















Figura 23. Fenotipo de plantas axénicas procedentes de ápices 
meristemáticos de la línea 2733 ET MM tras 20 días de cultivo en medio 









Se sembraron más semillas TG2 en el invernadero para ver si la mutación 
observada en cultivo in vitro se reproducía en condiciones de cultivo in vivo. Se 
comprobó que la mutación vista in vitro también se manifestaba en condiciones 
de invernadero. Las plantas mutantes eran ligeramente de menor altura que las 
plantas WT y se observó un mayor número de entrenudos. Las plantas 
mutantes no presentaban alteraciones a nivel de arquitectura ni morfología 
foliar. Los frutos de plantas mutantes tenían semillas y no presentaban 
diferencias en cuanto a su forma con respecto a los WT, sin embargo, estos 









Figura 24. Fenotipo de plantas cultivadas en el invernadero durante 90 
días y frutos maduros de la línea 2733 ET MM. La barra representa 1 cm. 
 
Análisis del modo de herencia del fenotipo mutante  
Se realizaron dos experimentos y se detectó la mutación en cada uno de ellos. 
Para conocer el modo de herencia de esta mutación se analizaron un total de 
45 plantas. Se observó una segregación de 40 plantas con fenotipo WT y 5 
plantas con fenotipo mutante. En esta línea la prueba de la 2 de datos 
acumulados fue significativa para una hipótesis de 3 plantas WT y 1 mutante 






plantas mutantes de lo esperado (5 observados, 11.3 esperados). Esto puede 
ser causado por una cierta subletalidad asociada a la mutación, lo cual 
provocaría que aparezcan un número menor de plantas para esta clase 
fenotípica (Tabla 12). 
Tabla 12. Análisis del modo de herencia del mutante 2733 ET MM. 
 
El modelo que más se ajusta a los datos observados es la de una mutación con 
herencia monogénica recesiva y cierto nivel de subletalidad. 
 
Análisis genético del número de insertos T-DNA  
Para conocer el número de insertos T-DNA con el gen nptII funcional, se realizó 
la prueba de la resistencia a la kanamicina y se observó una segregación de 33 
plantas resistentes y 12 plantas sensibles. De tal modo, tras realizar el test de 
la 2, se comprobó que la línea 2733 ET MM portaba un único inserto nptII 
funcional (2 DA (3:1) = 0.07 < 3.84 1 g. l. (5%)) (Tabla 13). 
 
Tabla 13. Análisis del número de insertos T-DNA con el gen nptII funcional 
de la línea 2733 ET MM. 




Observada 22 2 
24 
 
3.56 Esperada (3:1) 18 6 
Experimento 2 
Observada 18 3 
21 
 




Observada 40 5 
45 
 






H = 0.21) indica que la muestras son homogéneas (P>0.05; 
2










Observada 17 7 
24 
 
0.22 Esperada (3:1) 18 6 
Experimento 2 
Observada 16 5 
21 
 




Observada 33 12 
45 
 






H = 0.17) indica que la muestras son homogéneas (P>0.05; 
2






Análisis de cosegregación del inserto T-DNA y el fenotipo mutante 
Se comprobó que no existía cosegregación del inserto T-DNA con el gen nptII 
funcional y el fenotipo mutante en la línea 2733 ET MM, ya que se observaron 
dos plantas mutantes sensibles a la kanamicina a lo largo de los dos 
experimentos realizados (Tabla 14).  
 
Tabla 14. Análisis de cosegregación del inserto T-DNA y el fenotipo 
mutante de la línea 2733 ET MM. 











Experimento 1 16 6 1 1 24 
Experimento 2 14 4 2 1 21 
Datos acumulados 30 10 3 2 45 
 
 
Una vez que se ha descartado la posible cosegregación de un inserto de T-
DNA con el gen nptII funcional con el fenotipo mutante se va a analizar si existe 
algún inserto parcial de T-DNA o del cuerpo del vector que cause esta 
mutación. De forma simultánea se van a realizar los cruces con S. 
pimpinellifolium para obtener plantas F2 y poder abordar el clonaje del gen 











4.1.1.5.- Mutante 2635 ET MM 
Esta línea se detectó durante el cultivo de plantas TG1 en el invernadero. Se 
observó que esta planta tenía una morfología foliar alterada. Los foliolos 
presentaban un menor tamaño y no se extendían completamente como lo 













Figura 25. Fenotipo de hojas de plantas cultivadas en el invernadero de la 
línea 2635 ET MM. La barra representa 1 cm. 
 
La planta TG1 mutante dio frutos, éstos eran de menor tamaño y muy pocos de 
ellos contenían semillas. Al haber obtenido semillas TG2 a partir de la planta 
TG1 mutante, se sembraron en el invernadero para comprobar si el fenotipo 
mutante visto en TG1 tenía una base genética y se heredaba. Tras el cultivo de 
22 plantas TG2 se comprobó que la mutación se heredaba, ya que se vieron 
plantas con las mismas alteraciones que presenta la planta TG1 (denominamos 
a estas plantas M1). Además, se detectó otro fenotipo en el que se veían 







de estas plantas también eran más pequeños que los de las hojas en plantas 
WT. Además, en estas plantas, se observó que las flores abortaban y no 
cuajaba ningún fruto en ninguna de las inflorescencias (denominamos a estas 

















Figura 26. Fenotipo de plantas cultivadas en el invernadero de la línea 
2635 ET MM. La barra representa 5 cm. 
 
 





Análisis del modo de herencia del fenotipo mutante 
Como se observaron dos fenotipos en las plantas TG2 de esta línea mutante 
(M1 y M2) se planteó la hipótesis de que la línea 2635 ET MM era portadora de 
una sola mutación de naturaleza semidominante, en la que el fenotipo M1 
correspondía a las plantas hemicigotas para la mutación y las M2 las 
homocigotas. Por lo tanto, se esperaría observar una distribución 1/4 de las 
plantas con fenotipo WT (acigota), 2/4 M1 (hemicigota) y 1/4 M2 (homocigota). 
El resultado del análisis para una segregación 1:2:1 con el tamaño de familia 
utilizado nos indicó que no había motivos para dudar de que el modo de 
herencia para la mutación observada en la línea 2635 ET MM es de naturaleza 
semidominante (Tabla 15).  
Tabla 15. Análisis del modo de herencia del mutante 2635 ET MM. 
 
 
Análisis genético del número de insertos T-DNA  
En este caso se han analizado 11 progenies TG3: ocho procedentes de TG2 
WT y tres procedentes de una planta M1. Como las ocho TG3 procedentes de 
plantas TG2 WT fueron homogéneamente sensibles a la kanamicina, sólo se 
disponía del dato de las tres poblaciones segregantes para la resistencia a la 
kanamicina, las TG3 procedentes de plantas TG2 con fenotipo mutante en 
hemicigosis (M1). Estas familias presentaron una segregación total para la 
resistencia a la kanamicina de 37 plantas resistentes al antibiótico y 10 plantas 
sensibles. Con estos datos, se acepta la hipótesis de que la línea 2635 ET MM 
es portadora de un único inserto T-DNA con el gen nptII funcional (Tabla 16). 
 
 





Observada 8 10 4 
22 
 
1.64 Esperada (1:2:1) 5.5 11 5.5 
a










Tabla 16. Análisis del número de insertos T-DNA con el gen nptII funcional 
de la progenie TG3 de la planta M(hemicigota) 2635-3 ET MM. 
 
Análisis de cosegregación del inserto T-DNA y el fenotipo mutante 
Para determinar si el inserto que confiere resistencia a la kanamicina presente 
en la línea 2635 ET MM era el responsable de la mutación, se evaluó la 
resistencia al antibiótico de las progenies TG3 de plantas TG2 WT y TG2 M1 
(las plantas TG2 M2 no dieron semillas). Mediante el análisis de dichas 
progenies se pudo establecer cuál es el genotipo de las plantas TG2 
correspondientes (i.e. si una TG3 es homogéneamente sensible a la 
kanamicina, la planta TG2 de la que procede es acigota para un inserto de T-
DNA con el gen nptII funcional). De esta forma se ha establecido a qué 
categoría se adscriben las plantas TG2 evaluadas para fenotipo y resistencia a 
la kanamicina (Tabla 17). 
Tabla 17. Análisis de cosegregación del inserto T-DNA y el fenotipo 
mutante de la línea 2635 ET MM. 
 















Experimento 1 0 8 3 0 Nd Nd 11 
Nd= No dato 
 
Estos datos indicaron que existía cosegregación entre el inserto T-DNA con el 









Observada 10 3 
13 
0.03 Esperada (3:1) 9.7 3.3 
Experimento 2 
Observada 14 4 
18 
0.07 Esperada (3:1) 13.5 4.5 
Experimento 3 
Observada 13 3 
16 




Observada 37 10 
47 




homogeneidad indica que las muestras son homogéneas para una segregación 3:1 (0.09) 
(P>0.05; 
2






mutación eran sensibles a la kanamicina y, por tanto, acigotas para el inserto 
de T-DNA. Además, las plantas hemicigotas para la mutación también eran 
hemicigotas para el inserto de T-DNA ya que se ha visto que sus 
descendientes segregan 3:1 para resistencia a la kanamicina. 
A partir de estos resultados se va a abordar la clonación del gen alterado 





4.1.1.6.- Mutante 1381 ET MM 
Esta línea se detectó al observar que el desarrollo foliar de algunas plantas 
procedentes del cultivo de ápices meristemáticos en medio básico estaba 
alterado. La mutación provocó que las plantas desarrollen un número menor de 


















Figura 27. Fenotipo de plantas axénicas procedentes de ápices 
meristemáticos de la línea 1381 ET MM tras 10 días de cultivo en medio 
básico. La barra representa 1 cm.  
 
Se realizó el subcultivo de los ápices meristemáticos de las plantas axénicas 
que se encontraban cultivadas en medio básico a medio de enraizamiento y 













similar al de las plantas WT pero la alteración en la morfología de la hoja 














Figura 28. Fenotipo de plantas axénicas procedentes de ápices 
meristemáticos de la línea 1381 ET MM tras 30 días de cultivo en medio 
básico. La barra representa 1 cm. 
 
Para comprobar si el fenotipo identificado in vitro se observaba también en 
condiciones de cultivo in vivo, se sembraron semillas TG2 en el invernadero de 
esta línea. Se comprobó que el fenotipo mutante también se observaba en este 
material. A los 15 días de cultivo, la alteración en la morfología de las hojas ya 
era evidente en las plantas mutantes. A los 30 días las plantas mutantes 
presentaban un crecimiento similar al de las plantas WT (altura, número de 
hojas desarrolladas,…) aunque el menor desarrollo de masa foliar hace que 





















Figura 29. Fenotipo de plántulas procedentes de semillas de la línea 1381 
ET MM tras 15 días (izquierda) y 30 días (derecha) de cultivo en el 
invernadero. La barra representa 1 cm. 
 
A los 50 días de cultivo en invernadero se observó que las plantas mutantes no 
presentaban diferencias considerables en cuanto a diferentes parámetros de su 
crecimiento como la altura o el número de hojas desarrolladas en comparación 
con las plantas de fenotipo WT. En este estado de crecimiento las hojas eran 
significativamente más pequeñas que las de las plantas WT. Se vio la 
generación de más foliolos, pero éstos eran de menor tamaño que los de 
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Figura 30. Fenotipo de plantas cultivadas en el invernadero durante 50 
días de la línea 1381 ET MM. La barra representa 5 cm.  
 
En cuanto al desarrollo floral de este mutante, también se han detectado 
algunas alteraciones en prácticamente todos sus verticilos. Desde el estado de 
botón floral se pudo observar como las flores eran más pequeñas que las de 
plantas WT. En estados más avanzados del desarrollo se pudo ver como las 











pétalos. El ovario también presentaba un desarrollo anómalo, era más ancho y 
alargado que el del WT y el estilo era considerablemente más ancho que el de 




















Figura 31. Fenotipo de flores en distintos estados del desarrollo de la línea 
1381 ET MM. Detalle de los verticilos de flores en antesis. La barra 
representa 1 cm.  
Las plantas mutantes produjeron algunos frutos a partir de estas flores con 
diversas alteraciones. Los pocos frutos que llegaron a madurar fueron de 









una forma redonda como los frutos de plantas WT y no producían ninguna 







Figura 32. Fenotipo de frutos maduros de la línea 1381 ET MM. La barra 
representa 1 cm. 
 
En este mutante se ha analizado el contenido hormonal endógeno a partir de 
muestras de hojas. Se representa el contenido relativo de las hormonas 
analizadas en el mutante respecto de su testigo correspondiente. En este caso, 
se observaron diferencias significativas en el ácido abscísico, ácido indol 
acético y las dos giberelinas analizadas. En los cuatro casos las 
concentraciones endógenas del mutante eran menores que las de las hojas WT 




















Figura 33. Contenido hormonal endógeno en las hojas de plantas 
mutantes de la línea 1381 ET MM. Se representa la diferencia relativa de 
cada hormona analizada del mutante respecto del cv. Money Maker ((M-
WT)/WT). El asterisco representa que existe diferencia significativa (test t: 
P<0,05) entre la media de la concentración del WT y del mutante. 
 
Análisis del modo de herencia del fenotipo mutante 
Se analizaron 78 individuos en tres experimentos en condiciones de cultivo in 
vitro y se detectó la mutación en 20 plantas. El análisis de homogeneidad 
indicó que las muestras eran homogéneas y el análisis de los datos 
acumulados (2 datos acumulados) indicó que no había motivos para durar de 
un modelo de herencia monogénica recesiva para la mutación observada en la 
línea 1381 ET MM (Tabla 18). 
Tabla 18. Análisis del modo de herencia del mutante 1381 ET MM. 
 
 




Observada 12 6 
18 
 
0.66 Esperada (3:1) 13.5 4.5 
Experimento 2 
Observada 33 11 
44 
 
0.00 Esperada (3:1) 33 11 
Experimento 3 
Observada 13 3 
16 
 




Observada 58 20 
78 
 






H = 0.98) indica que la muestras son homogéneas (P>0.05; 
2
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Análisis genético del número de insertos T-DNA  
En cuanto a la resistencia a la kanamicina, el análisis de los datos acumulados 
nos indicó que no había motivos para dudar de que la línea 1381 ET MM porte 
un único inserto T-DNA con el gen nptII funcional (Tabla 19).  
Tabla 19. Análisis del número de insertos T-DNA con el gen nptII funcional 
de la línea 1381 ET MM. 
 
Análisis de cosegregación del inserto T-DNA y el fenotipo mutante 
Para saber si el inserto presente en esta línea es el responsable de la mutación 
se realizó el ensayo de cosegregación del inserto T-DNA y el fenotipo mutante. 
Entre las 78 plantas TG2 se observan 17 sensibles a la kanamicina y de 
fenotipo WT, y 41 plantas con fenotipo WT y resistentes a la kanamicina. Las 
20 plantas mutantes fueron resistentes a la kanamicina. Tras realizar la prueba 
de la 2 y ver que se ajustaba (2 DA (1:2:1) = 0.44 < 5.99 1 g. l. (5%)) a una 
segregación 1 WT KanS : 2 WT KanR : 1 M KanR se pudo concluir, con una 
probabilidad de fallo menor del 2%, que existe cosegregación entre el fenotipo 
mutante y el inserto T-DNA con el gen nptII funcional presente en la línea 1381 













Observada 15 3 
18 
 
0.66 Esperada (3:1) 13.5 4.5 
Experimento 2 
Observada 35 9 
44 
 
0.49 Esperada (3:1) 33 11 
Experimento 3 
Observada 11 5 
16 
 




Observada 61 17 
78 
 






H = 1.06) indica que la muestras son homogéneas (P>0.05; 
2






Tabla 20. Análisis de cosegregación del inserto T-DNA y el fenotipo 
mutante de la línea 1381 ET MM. 
 
Identificación del gen etiquetado mediante Anchor-PCR  
La identificación del gen etiquetado en la línea 1381 ET MM se realizó 
siguiendo la metodología de Anchor-PCR descrita con anterioridad, la cual 
permite amplificar los bordes del T-DNA junto con el fragmento de ADN 
genómico adyacente a éste. El producto de dicha reacción de PCR se 
secuenció y, posteriormente, dicha secuencia se analizó contra el genoma de 
referencia de S. lycopersicum (Sol Genomics Network, www.solgenomics.net) 
con el objeto de identificar el punto del genoma en el que se ha insertado el T-
DNA. El análisis bioinformático de las secuencias flanqueantes al borde 
derecho del T-DNA indicó que el inserto se localiza en el brazo largo del 
cromosoma 5, en el sexto exón del gen Solyc05g009390.2 (Figura 34), que 
codifica para una proteína de tipo lipasa con un dominio alpha-beta hidrolasa. 
David-Schwartz y colaboradores (2009) describieron la función de este gen en 
tomate, al cual denominaron LYRATE. Este gen actúa regulando el crecimiento 
lateral de las hojas compuestas mediante su interacción con rutas 
transcripcionales mediadas por auxinas y factores de transcripción tipo KNOX.  












Observada 3 9 6 0 
18 
 
1.00 Esperada (1:2:1) 4.5 9 4.5 0 
Experimento 2 
Observada 9 24 11 0 
44 
 
0.54 Esperada (1:2:1) 11 22 11 0 
Experimento 3 
Observada 5 8 3 0 
16 
 




Observada 17 41 20 0 
78 
 






H = 1.61) indica que la muestras son homogéneas (P>0.05; 
2







Figura 34. Localización genómica del inserto T-DNA de la línea 1381 ET 
MM. Se muestra la organización genómica del gen Solyc05g009390.2 que 
consiste en 8 exones (representados como rectángulos amarillos) y 7 
intrones (representados como líneas grises). Además, se muestran las 
regiones 5‟ y 3‟ UTR representadas con rectángulos azules. 
 
Análisis de cosegregación mediante PCR del gen identificado por Anchor-
PCR y el fenotipo mutante 
Una vez realizado por Anchor-PCR el clonaje de las secuencias flanqueantes al 
inserto T-DNA, es posible comprobar si dicho inserto (alelo mutante) se 
encuentra en homocigosis, hemicigosis o acigosis en cada una de las plantas 
que constituye la población segregante en estudio. Dada la naturaleza recesiva 
de la mutación observada en esta línea, únicamente deberían mostrar fenotipo 
mutante aquellas plantas donde el inserto T-DNA se encuentre en homocigosis. 
En este caso, se analizaron seis plantas TG2, tres de ellas de fenotipo mutante 
y otras tres de fenotipo WT, todas ellas tolerantes a kanamicina y, por tanto, 
portadoras de un inserto T-DNA. El análisis genotípico se realizó mediante dos 
reacciones de PCR, una para el alelo WT, utilizando una pareja de 
oligonucleótidos diseñados sobre la secuencia genómica del gen LYRATE, y 
otra para el alelo mutante, empleando un oligonucleótido del T-DNA y uno de 
los oligonucleótidos utilizados para amplificar el alelo WT, en este caso el 










Figura 35. Detección mediante PCR del alelo WT (sin el inserto T-DNA 
que ha etiquetado el gen clonado) o el alelo mutante (con el inserto T-DNA 
que ha etiquetado el gen clonado) en 3 plantas M KanR (18, 20 y 21) y 3 
plantas WT KanR (22, 30 y 31) de la línea 1381 ET MM. 
 
Los resultados del genotipado mostraron que las plantas de fenotipo WT 
resultaron ser hemicigotas para el inserto T-DNA, dado que amplificaron tanto 
el alelo WT como el alelo mutante. Las plantas de fenotipo mutante fueron 
homocigotas para el inserto T-DNA, puesto que únicamente amplifica el alelo 
mutante. Por tanto, los resultados indicaron que el inserto T-DNA localizado en 
el sexto exón del gen LYRATE cosegregaba con el fenotipo mutante observado 











4.1.2.- Identificación y caracterización de mutantes afectados 
en el desarrollo radicular 
A pesar del papel clave de las raíces en la absorción de nutrientes y agua o la 
tolerancia a estreses abióticos, hay muy pocos ejemplos de programas de 
mejora centrados en esta parte de la planta. Las raíces tienen un patrón de 
desarrollo muy plástico y son difíciles de evaluar por lo que el coste de esos 
estudios suele ser elevado. Sin embargo, la mayor comprensión de los 
procesos que regulan el desarrollo de las raíces puede permitir la mejora en 
caracteres como la absorción de agua y nutrientes y, por consiguiente, un 
mayor rendimiento de los cultivos con sistemas productivos más amigables con 
el medio ambiente (Scherr y McNeely, 2008). Por tanto, es normal que cada 
vez haya más investigaciones cuyo objetivo es conocer qué mecanismos 
biológicos regulan estos procesos y cuáles son los genes que los controlan. 
Hasta el momento, la mayor parte de las investigaciones para mejorar el 
conocimiento básico sobre el desarrollo de la raíz se realizan en especies 
modelo como Arabidopsis. Esto tiene la ventaja de que pueden identificarse 
genes cruciales en este carácter de forma relativamente rápida. Sin embargo, 
el mayor reto con el que nos encontramos en este caso es la transferencia del 
conocimiento obtenido a las especies cultivadas (Gonzales et al., 2009).  
En este trabajo se han identificado cinco mutantes alterados en diferentes 
caracteres del desarrollo radicular a partir del escrutinio de 762 líneas T-DNA 
de tomate. Tras la identificación de estos mutantes en condiciones de cultivo in 
vitro se cultivaron estas líneas en condiciones de invernadero con el objetivo de 
ver si esas alteraciones se observarían también in vivo. Otra parte importante 
de la caracterización de dichos mutantes es el cultivo en medios 
suplementados con diferentes auxinas, tanto naturales como de síntesis. Por 
otro lado, en algunos de los mutantes se realizó la cuantificación de hormonas 
endógenas para ver si la mutación producida afectaba el contenido de 
hormonas en las plantas. Para mejorar la caracterización fenotípica, en alguno 
de estos mutantes se han llevado a cabo injertos combinando la parte aérea y 





las diferentes partes de la plantas. De forma simultánea a la caracterización 
fenotípica, se estudió el modo de herencia de la mutación, el número de 
insertos T-DNA con el gen nptII funcional (confiere resistencia a la kanamicina) 
que contiene cada una de las líneas y si existe cosegregación entre un inserto 
T-DNA y el fenotipo mutante. Esta información es clave para la identificación 
del gen que causa el fenotipo mutante ya que si existe cosegregación se puede 
identificar el gen etiquetado mediante Anchor-PCR pero, si no existe 
cosegregación, la identificación del gen mutado se tiene que realizar mediante 
otras metodologías. En nuestro caso, se hace mediante el cruzamiento de una 
planta mutante con S. pimpinellifolium, obteniendo la generación F2 de ese 
cruce y secuenciando plantas WT y plantas mutantes de esa población 
segregante para localizar la mutación en el genoma del tomate mediante 
genotipado por secuenciación. 
Como ya se ha comentado se han identificado y evaluado cinco líneas T-DNA 
con alteraciones en el desarrollo radicular: 1317 ET MM, 1862 ET MM, 2666 ET 















4.1.2.1.- Mutante 2666 ET MM 
Este mutante se detectó al ver que algunas plántulas procedentes de semillas 
TG2 de esta línea T-DNA eran de menor tamaño y no presentaban un 
crecimiento de la raíz embrionaria como la de las plántulas WT. Además, no se 
observó la emergencia de raíces secundarias a partir la raíz primaria tras 10 









Figura 36. Fenotipo de plántulas procedentes de semillas de la línea 2666 
ET MM tras 10 días de cultivo en medio de germinación. La barra 
representa 1 cm. 
Tras 30 días de cultivo de las semillas en medio de germinación, se vio que las 
plántulas mutantes emitían raíces secundarias a partir de la raíz principal, pero 
éstas eran de menor longitud que las de plantas WT. Además, se observó que 
la morfología de las hojas de las plántulas mutantes presentaban ciertas 
anomalías. Las hojas tenían un menor número de foliolos y éstos eran 
arrugados. Cuando se cultivaron los ápices meristemáticos en medio básico, 
las plantas axénicas mutantes desarrollaron algunas hojas pero tenían un 
menor crecimiento que las plantas WT y presentaban un desarrollo de las 
raíces adventicias alterado. Estas plantas formaron raíces adventicias primarias 
de las cuales emergían raíces secundarias, pero todas estas raíces de las 



























Figura 37. Fenotipo de plántulas procedentes de semillas tras 30 días de 
cultivo en medio de germinación (arriba) y plantas axénicas procedentes 
de ápices meristemáticos tras 25 días de cultivo en medio básico (abajo) 
de la línea 2666 ET MM. La barra representa 1 cm. 
Además, las plantas mutantes formaron pequeños pelos radiculares en las 
raíces secundarias, mientras que en las raíces de plantas WT no se observaron 








capacidad de las plantas M para continuar con su crecimiento pese al 
desarrollo anómalo del sistema radicular, ya que es posible que estos pelos 











Figura 38. Fenotipo de las raíces de plántulas procedentes de semillas de 
la línea 2666 ET MM tras 30 días de cultivo en medio de germinación. La 
barra representa 1 mm. 
Posteriormente, se diseñó un experimento en el que se cultivaron ápices 
meristemáticos de plántulas WT y mutantes en medios con diferentes tipos y 
concentraciones de auxinas naturales. Se observó que, a las concentraciones 
de IAA utilizadas, las plantas mutantes presentaban un enraizamiento 
adventicio diferente al de las plantas WT. No se observó en el mutante un 
enraizamiento similar al de las plantas WT en ninguna de las concentraciones 
utilizadas (0-10 mg·L-1). Sin embargo, se vio que a concentraciones de 1.0 
mg·L-1 de IAA había un mayor enraizamiento en las plantas mutantes. También 
se vio que conforme se aumentaba la concentración de la auxina, el desarrollo 
de la parte aérea en las plantas mutantes era mayor y formaban más hojas. Sin 
embargo, en ninguna de las condiciones analizadas las plantas mutantes 
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cultivo de las plantas mutantes en medios suplementados con IAA no permitió 



















Figura 39. Fenotipo de plantas axénicas procedentes del cultivo de ápices 
meristemáticos de la línea 2666 ET MM tras 30 días de cultivo en medios 
con diferentes concentraciones de ácido indolacético. La barra representa 
1 cm. 
Cuando se analizó el efecto de distintas concentraciones de IBA en el medio de 
cultivo, se observó que las plantas mutantes presentaban un enraizamiento 
diferente de las plantas WT. Con esta auxina no se vio un mayor enraizamiento 
al aumentar la concentración. Tampoco se observó un mayor crecimiento de la 
parte aérea en las plantas mutantes al aumentar la concentración de esta 
hormona, como ocurrió con IAA. Las plantas WT cultivadas en estos mismos 





aumentaba la concentración de la hormona. A concentraciones de IBA 1.0 
mg·L-1 y 10.0 mg·L-1 se observó la mayor cantidad de raíces adventicias y las 














Figura 40. Fenotipo de plantas axénicas procedentes del cultivo de ápices 
meristemáticos de la línea 2666 ET MM tras 30 días de cultivo en medios 
con diferentes concentraciones de ácido indolbutírico. La barra representa 
1 cm. 
Para comprobar si el fenotipo observado en condiciones de cultivo in vitro se 
reproducía en el invernadero, se cultivaron semillas TG2 en macetas. A los 15 
días de cultivo se observó que las plantas mutantes presentaban un menor 
crecimiento de la parte aérea y tenían un menor desarrollo radicular. La raíz 
principal de las plantas mutantes era más corta que la de las plantas con 
fenotipo WT. También se observó que las plantas mutantes desarrollaban 
WT M 
IBA 0.0 mg·L-1 
IBA 0.1 mg·L-1 
IBA 1.0 mg·L-1 






ciertas raíces secundarias, pero éstas eran muy cortas, a diferencia de las 
raíces secundarias en plantas WT. Tras 30 días de cultivo se comprobó que el 

























Figura 41. Fenotipo de plantas procedentes del cultivo de semillas en 
macetas de la línea 2666 ET MM tras 15 días (arriba) y 30 días (abajo) de 














A los 30 días de cultivo en el invernadero se observó una alteración en la 
morfología de las hojas que ya se ha visto en cultivo in vitro. Las primeras hojas 
de las plantas eran de menor tamaño, con un menor número de foliolos y de 










Figura 42. Fenotipo de hojas de plantas procedentes del cultivo de 
semillas en macetas de la línea 2666 ET MM tras 30 días de cultivo en 
invernadero. La barra representa 1 cm. 
Al transcurrir tres meses de cultivo en el invernadero las plantas mutantes eran 
de menor tamaño, la morfología de las hojas presentaba importantes 
alteraciones y no florecieron con normalidad. Sin embargo, en una de las 























Figura 43. Fenotipo de plantas procedentes del cultivo de semillas en 
macetas de la línea 2666 ET MM tras tres meses de cultivo en 
invernadero. La barra representa 5 cm. 
Análisis del modo de herencia del fenotipo mutante 
El fenotipo mutante se ha visto en los cuatro experimentos realizados. Sin 
embargo, la segregación observada en los cuatro experimentos se desvió de 
los valores esperados para un mutante recesivo (3 plantas WT por cada planta 
mutante). El análisis de homogeneidad indicó que las muestras eran 
homogéneas y el análisis de los datos acumulados (2 datos acumulados) 
refleja el mismo resultado que el de los cuatro experimentos (Tabla 21).  
Tabla 21. Análisis del modo de herencia del mutante 2666 ET MM. 
 




Observada 23 1 
24 
5.56 Esperada (3:1) 18.0 6.0 
Experimento 2 
Observada 68 8 
76 
8.49 Esperada (3:1) 57.0 19.0 
Experimento 3 
Observada 70 11 
81 
5.63 Esperada (3:1) 60.7 20.3 
Experimento 4 
Observada 39 5 
44 




Observada 200 25 
225 






H = 0.90) indica que la muestras son homogéneas (P>0.05; 
2









Los resultados sugieren que la naturaleza de la mutación es monogénica 
recesiva. Lo que podría explicar la desviación entre los valores esperados y los 
observados para la clase mutante es que puede existir un cierto grado de 
subletalidad asociada a este fenotipo, lo cual daría como resultado una 
disminución respecto de lo esperado del número de plantas con el fenotipo 
mutante. Tampoco se puede descartar que la alteración en el desarrollo 
radicular provoque una reducción en la capacidad de germinación de las 
semillas mutantes. 
 Análisis genético del número de insertos T-DNA  
En cuanto a la resistencia a la kanamicina, se vio que la línea 2666 ET MM no 
era portadora de un único inserto T-DNA con el gen nptII funcional (2 DA (3:1) = 
5.12 > 3.84 1 g. l. (5%)). Por tanto, se realizó el análisis de los datos obtenidos 
para comprobar si la segregación se ajustaba a la presencia de dos o tres 
insertos T-DNA con el gen nptII funcional (Tabla 22). 
Tabla 22. Análisis del número de insertos T-DNA con el gen nptII funcional 
de la línea 2666 ET MM. 
 
Finalmente, se comprobó que no había motivos para dudar que la línea porte 


































































homogeneidad indica que la muestras son homogéneas, para una segregación 15:1 (4.65) 
pero no para una segregación 63:1 (17.73) (P>0.05; 
2






Análisis de cosegregación del inserto T-DNA y el fenotipo mutante 
Se comprobó que no existía cosegregación de ningún inserto T-DNA con el gen 
nptII funcional y el fenotipo mutante ya que se observó una planta mutante 
sensible a la kanamicina (Tabla 23). 
Tabla 23. Análisis de cosegregación del inserto T-DNA y el fenotipo 
mutante de la línea 2666 ET MM. 











Experimento 1 23 0 1 0 24 
Experimento 2 61 7 8 0 76 
Experimento 3 66 4 11 0 81 
Experimento 4 35 4 4 1 44 
Datos acumulados 185 15 24 1 225 
 
Dado el interés de este mutante, se ha analizado molecularmente para ver si la 
mutación pudiera estar causada por un inserto parcial del T-DNA o por la 
inserción de un fragmento del cuerpo del vector. Para ello, el grupo del Dr. 
Lozano utilizó una batería de PCR‟s con amplicones que abarcan siete 
secuencias el T-DNA y 14 del cuerpo del vector (ver Figura 6). Estas pruebas 
se han hecho en una planta con fenotipo mutante y sensible a la kanamicina. 
En este caso, todas las pruebas PCR fueron negativas, por lo que lo más 
probable es que esta mutación no esté causada por ningún fragmento de T-
DNA ni del cuerpo del vector. Por tanto, pensamos que la mutación observada 
en esta línea es de naturaleza somaclonal. Al no haber identificado ningún 
fragmento de ADN de secuencia conocida que nos permita abordar la 
clonación del gen afectado mediante Anchor-PCR, debemos utilizar otra 
aproximación para lograr la identificación y clonación de dicho gen. En estos 
casos la metodología a seguir consiste en cruzar una planta mutante con 
Solanum pimpinellifolium e identificar plantas mutantes y WT entre los 





plantas WT y mutantes y su comparación se puede llegar a averiguar la región 







4.1.2.2.- Mutante 1662 ET MM 
Este mutante se detectó al ver plántulas que no desarrollaban raíces 
secundarias a partir de la raíz embrionaria tras siete días de cultivo en medio 
de germinación. Las plántulas mutantes también tenían un menor desarrollo de 
la parte aérea y, en ese momento, no habían desarrollado ninguna hoja 












Figura 44. Fenotipo de plántulas procedentes de semillas de la línea 1662 
ET MM tras 7 días de cultivo en medio de germinación. La barra 
representa 1 cm. 
Tras el cultivo de los ápices meristemáticos en condiciones axénicas, las 
plantas mutantes presentaban una menor altura y un menor desarrollo del 






















Figura 45. Fenotipo de plantas axénicas procedentes de ápices 
meristemáticos de la línea 1662 ET MM tras 25 días de cultivo en medio 
básico. La barra representa 1 cm.  
Tras las observaciones anteriores, se decidió subcultivar los ápices 
meristemáticos de las plantas mutantes a un medio de enraizamiento 
suplementado con 0.1 mg·L-1 de IAA y se observó que, aunque las 
plantas mutantes formaban raíces adventicias de longitud normal, éstas 








Figura 46. Fenotipo de las raíces adventicias de plantas axénicas 
procedentes de ápices meristemáticos de la línea 1662 ET MM tras 30 días 






Este resultado es muy interesante ya que en este mutante podría haberse 
alterado algún mecanismo específico de la iniciación de primordios de raíces 
secundarias tanto en la raíz embrionaria como en el sistema radicular 
adventicio. Los resultados de la caracterización indican que la raíz primaria de 
la plántula tiene una arquitectura normal y lo mismo parece ocurrir con las 
raíces primarias adventicias. Es verdad que las raíces primarias de ambos tipos 
se desarrollan de manera algo más lenta que en el WT, pero esto podría 
deberse a la anomalía en la iniciación de primordios de raíces laterales.  
Pese a la anomalía en el desarrollo radicular, las plantas mutantes soportan el 
proceso de aclimatación en invernadero. En el momento en que alcanzan un 
metro de altura aproximadamente se comienza a observar cierta necrosis 
apical. Esta alteración hace que el tallo principal deje de crecer, lo cual permite 
que se active alguna yema axilar. Este nuevo meristemo apical acaba también 
necrosándose de forma que se repite de nuevo todo el proceso. Con todo, las 
plantas mutantes desarrollan flores y frutos. Lo más destacable es que los 












Figura 47. Fenotipo de plantas procedentes de semillas de la línea 1662 
ET MM cultivadas en invernadero durante tres meses. Detalle de tallo con 







Análisis del modo de herencia del fenotipo mutante 
El fenotipo mutante se vio en los dos experimentos realizados. Tras la 
evaluación de 42 y 30 plantas el análisis de homogeneidad indicó que las 
muestras son homogéneas (Tabla 24). 
Tabla 24. Análisis del modo de herencia del mutante 1662 ET MM. 
 
El análisis de los datos acumulados (2 datos acumulados) indicó que no había 
motivos para dudar de que la mutación sea monogénica recesiva. 
  
Análisis genético del número de insertos T-DNA  
Tras analizar la resistencia a la kanamicina de las 72 plantas TG2, los 
resultados indicaron que no había motivos para dudar de que la línea 1662 ET 
MM porte un único inserto T-DNA con el gen nptII funcional (Tabla 25). 
Tabla 25. Análisis del número de insertos T-DNA con el gen nptII funcional 








Observada 36 6 
42 
2.57 Esperada (3:1) 31.5 10.5 
Experimento 2 
Observada 25 5 
30 




Observada 61 11 
72 






H = 0.05) indica que la muestras son homogéneas (P>0.05; 
2










Observada 30 12 
42 
0.28 Esperada (3:1) 31.5 10.5 
Experimento 2 
Observada 19 11 
30 




Observada 49 23 
72 






H = 0.51) indica que la muestras son homogéneas (P>0.05; 
2






Análisis de cosegregación del inserto T-DNA y el fenotipo mutante 
Se ha comprobado que no existe cosegregación del inserto T-DNA entre el 
fenotipo mutante en la línea 1662 ET MM y la expresión de un gen nptII 
funcional, ya que se observaron dos plantas mutantes sensibles a la 
kanamicina en los experimentos realizados (Tabla 26). 
 
Tabla 26. Análisis de cosegregación del inserto T-DNA y el fenotipo 














Experimento 1 25 11 5 1 42 
Experimento 2 15 10 4 1 30 
Datos acumulados 40 21 9 2 72 
 
Ante la falta de cosegregación fentipo-inserto de T-DNA, se ha realizado el 
cruce de las dos plantas TG2 mutantes sensible a la kanamicina con una 
accesión de Solanum pimpinellifolium para poder abordar el clonaje del gen 










4.1.2.3.- Mutante 1608 ET MM 
Este mutante se detectó al observar que tras la siembra de semillas en medio 
de germinación algunas plántulas tenían una menor altura y una alteración en 
el desarrollo de la raíz primaria. La raíz principal tenía una longitud más corta y, 
a diferencia de lo que ocurre en las plántulas WT, no se observó la emergencia 














Figura 48. Fenotipo de plántulas procedentes de semillas de la línea 1608 
ET MM tras 7 días de cultivo en medio de germinación. La barra 
representa 1 cm. 
 
Tras el cultivo de los ápices meristemáticos en medio básico, se observó que 
las plántulas que presentaban un fenotipo mutante en el medio de germinación 
no tenían problemas en la formación inicial de raíces adventicias. Sin embargo, 
a los 15 días de cultivo, se observó que el desarrollo de estas raíces 
adventicias también estaba alterado ya que eran de menor longitud y tampoco 
















Figura 49. Fenotipo de plantas axénicas procedentes de ápices 
meristemáticos de la línea 1608 ET MM tras 15 días de cultivo en medio 
básico. La barra representa 1 cm. 
 
Se subcultivaron los ápices meristemáticos de las plantas con fenotipo mutante 
a un medio de enraizamiento suplementado con 0.1mg·L-1 de IAA para ver si 
se mejoraría el enraizamiento adventicio. Tras 50 días de cultivo en este medio 
los ápices prácticamente no habían crecido, las raíces adventicias que se 







Figura 50. Fenotipo de una planta axénica procedente de un ápice 
meristemático mutante de la línea 1608 ET MM tras 50 días de cultivo en 
medio de enraizamiento. La barra representa 1 cm.  
Para ver con más detalle cómo afectaba la adición exógena de distintas 
auxinas al desarrollo de este mutante, se realizó un experimento en el que se 









diferentes tipos y concentraciones de estas hormonas. Se observó que, a las 
concentraciones de IAA utilizadas, las plantas mutantes presentaban un 
enraizamiento adventicio claramente diferente de las plantas WT. Las plantas 
mutantes no mejoraron su enraizamiento y la parte aérea tampoco se 
desarrolla normalmente, incluso al aumentar la concentración de esta auxina 













Figura 51. Fenotipo de plantas axénicas procedentes del cultivo de ápices 
meristemáticos de la línea 1608 ET MM tras 30 días de cultivo en medios 
con diferentes concentraciones de ácido indolacético. La barra representa 
1 cm. 
Las plantas WT cultivadas en los medios con IBA presentaban una masa 
radicular mayor a medida que se aumenta la concentración de esta auxina. En 
cambio, las plantas mutantes presentaban un enraizamiento diferente de las 
plantas WT y, como ocurría con el IAA, tampoco se mejoró el enraizamiento al 
aumentar la concentración de esta hormona (Figura 52).  
WT M 
IAA 0.0 mg·L-1 
IAA 0.1 mg·L-1 
IAA 1.0 mg·L-1 




















Figura 52. Fenotipo de plantas axénicas procedentes del cultivo de ápices 
meristemáticos de la línea 1608 ET MM tras 30 días de cultivo en medios 
con diferentes concentraciones de ácido indolbutírico. La barra representa 
1 cm. 
Se cultivaron semillas TG2 en macetas para evaluar el fenotipo de esta línea 
en condiciones de cultivo in vivo. Tras quince días de cultivo en el invernadero, 
se vio que las plántulas mutantes presentaban diferencias claras respecto del 
correspondiente WT. En concreto, tenían los cotiledones y las hojas de menor 
tamaño, así como un desarrollo mucho más lento y menor altura que las 
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Figura 53. Fenotipo de plántulas procedentes de semillas de la línea 1608 
ET MM tras 15 días de cultivo el invernadero. La barra representa 1 cm. 
En condiciones de cultivo in vivo se observó la misma alteración en el 
desarrollo radicular que en las plantas cultivadas in vitro. La raíz primaria de 
estas plantas no superó los pocos centímetros de longitud y, de forma similar, 
las raíces secundarias tenian menor longitud que las raíces del mismo tipo de 








Figura 54. Fenotipo de las raíces de plántulas procedentes de semillas de 
la línea 1608 ET MM tras 15 días de cultivo el invernadero. La barra 








Tras 50 días de cultivo en la maceta, las plantas mutantes no desarrollaron 
más que dos pequeñas hojas y su crecimiento radicular presentó las mismas 








Figura 55. Fenotipo de una plántula procedente de una semilla mutante de 
la línea 1608 ET MM tras 50 días de cultivo en el invernadero. La barra 
representa 1 cm.  
 
Por tanto, se puede concluir que este mutante presenta una alteración que 
dificulta severamente el desarrollo de las raíces sean de origen embrionario, 
adventicio o secundarias. Probablemente, como consecuencia de este 
problema, la planta no es capaz de desarrollarse más allá de unos pocos 
centímetros aunque se mantenga por un largo periodo en el invernadero. Por 
último, se ha comprobado que la adición exógena de auxinas naturales al 
medio de cultivo no permite normalizar el desarrollo radicular del mutante. 
Análisis del modo de herencia del fenotipo mutante 
Se analizaron 124 individuos de la línea 1608 ET MM en condiciones de cultivo 
in vitro en tres experimentos independientes. El análisis de homogeneidad 







Tabla 27. Análisis del modo de herencia del mutante 1608 ET MM. 
 
El análisis de los datos acumulados (2 datos acumulados) indicó que no había 
motivos para dudar de que la naturaleza de la mutación es monogénica 
recesiva. 
Análisis genético del número de insertos T-DNA  
En cuanto a la resistencia a la kanamicina, se analizaron 124 plantas y se vio 
que la línea 1608 ET MM no era portadora de un único inserto T-DNA con el 
gen nptII funcional (2 DA (3:1) = 5.12 > 33.72 1 g. l. (5%)). Por tanto, se comprobó si 
las segregaciones observadas se ajustaban a lo esperado para la presencia de 
dos o tres insertos T-DNA con el gen nptII funcional (Tabla 28).  
Tabla 28. Análisis del número de insertos T-DNA con el gen nptII funcional 
de la línea 1608 ET MM. 
 
Los resultados obtenidos indicaron que no existían motivos para dudar de 
ninguna de las dos hipótesis planteadas, que la línea porta dos insertos T-DNA 




Observada 16 3 
19 
0.86 Esperada (3:1) 14.3 4.7 
Experimento 2 
Observada 62 19 
81 
0.10 Esperada (3:1) 60.7 20.3 
Experimento 3 
Observada 19 5 
24 




Observada 97 27 
124 






H = 0.50) indica que la muestras son homogéneas (P>0.05; 
2






















































homogeneidad indica que la muestras son homogéneas, para una segregación 15:1 (0.32) y 
63:1 (1.20) (P>0.05; 
2






con el gen nptII funcional, o que tiene tres insertos. Para poder discernir entre 
una y otra hipótesis habría que aumentar el tamaño de familia, aunque, con las 
plantas analizadas hasta el momento, la segregación se ajusta mejor a la 
hipótesis de una línea con tres insertos. 
 
Análisis de cosegregación del inserto T-DNA y el fenotipo mutante 
Tras el análisis de cosegregación en la línea 1608 ET MM, se comprobó que no 
existía una asociación del inserto T-DNA y el fenotipo mutante, ya que se 
observaron plantas mutantes sensibles a la kanamicina (Tabla 29).  
 
Tabla 29. Análisis de cosegregación del inserto T-DNA y el fenotipo 
mutante de la línea 1608 ET MM. 











Experimento 1 16 0 3 0 19 
Experimento 2 62 0 17 2 81 
Experimento 3 18 1 5 0 24 
Datos acumulados 91 1 25 2 124 
 
Hay que matizar el anterior comentario, ya que la peculiaridad del fenotipo de 
este mutante podría ocasionar una interferencia con la lectura de resistencia-
sensibilidad a la kanamicina (i.e. podría ocurrir que un explante resistente se 
calificar como sensible). Por si así fuera, se va a intentar corroborar la ausencia 
de cosegregación mediante el análisis de las descendencias TG3 procedentes 
de tres plantas TG2 WT - sensibles a la kanamicina. Si en alguna de estas tres 
descendencias TG3 se observara el fenotipo mutante se comprobará que no 
existe cosegregación entre el fenotipo mutante y unos de los insertos T-DNA 





4.1.2.4.- Mutante 1317 ET MM 
Este mutante se detectó durante el cultivo de ápices meristemáticos en medio 
básico ya que en las plántulas procedentes de semillas no se vio ninguna 
alteración. Se observó que algunas plantas presentaban una menor altura y el 
sistema radicular adventicio se encontraba alterado con raíces de menor 
















Figura 56. Fenotipo de plantas axénicas procedentes de ápices 
meristemáticos de la línea 1317 ET MM tras 18 días de cultivo en medio 
básico. La barra representa 1 cm. 
Para ver si la adición de auxinas al medio de cultivo era capaz de normalizar el 
desarrollo radicular, se realizó un experimento en el que se cultivaron ápices 
meristemáticos de plantas WT y mutantes en medios con diferentes tipos y 
concentraciones de auxinas naturales. Se observó que, a las concentraciones 
M WT 





de IAA utilizadas, las plantas mutantes no presentaron un enraizamiento 
adventicio parecido al de las plantas WT. Al aumentar la concentración de esta 



















Figura 57. Fenotipo de plantas axénicas procedentes del cultivo de ápices 
meristemáticos de la línea 1317 ET MM en medio de enraizamiento 
suplementado con ácido indolacético después de 30 días de cultivo. La 
barra representa 1 cm. 
 
También se observó que, a las concentraciones de IBA utilizadas, las plantas 
mutantes tenían un enraizamiento diferente del de las plantas WT. Sin 
embargo, la plantas mutantes presentaron una mejor respuesta al desarrollo de 
raíces adventicias cuando se utiliza IBA en comparación con IAA. En concreto, 
se observó un mejor enraizamiento adventicio, incluso la formación de algunas 
WT M WT M 
IAA 0.0 mg·L-1 
IAA 0.1 mg·L-1 
IAA 1.0 mg·L-1 





raíces secundarias, acompañado con un mejor desarrollo de la parte aérea a 
concentraciones de IBA 0.1 mg·L-1 y 1.0 mg·L-1. En cambio, a una 
concentración de 10.0 mg·L-1 se produjo una inhibición casi total del desarrollo 















Figura 58. Fenotipo de plantas axénicas procedentes del cultivo de ápices 
meristemáticos de la línea 1317 ET MM en medio de enraizamiento 
suplementado con ácido indolbutírico después de 30 días de cultivo. La 
barra representa 1 cm. 
Se cultivaron semillas pregerminadas en macetas para ver si las alteraciones 
observadas en condiciones de cultivo in vitro se reproducían cuando las plantas 
mutantes se cultivaban en el invernadero. A los 20 días después de la 
germinación ya se apreciaban diferencias significativas en el tamaño de las 
IBA 0.0 mg·L-1 
IBA 0.1 mg·L-1 
IBA 1.0 mg·L-1 
IBA 10.0 mg·L-1 





plantas mutantes. También se observó que los foliolos de las primeras hojas 
verdaderas de las plantas mutantes crecían con una morfología alterada, ya 
que no se expandían de la misma forma que los foliolos de plantas WT. 
Además, se observó que el envés de los cotiledones de las plantas mutantes 
era de color violeta, probablemente debido a la acumulación de antocianos 
















Figura 59. Fenotipo de plántulas cultivadas en invernadero durante 20 
días de la línea 1317 ET MM (parte superior). Detalle del envés de los 
cotiledones (parte inferior). La barra representa 1 cm.  
El sistema radicular de las plantas mutantes cultivadas en el invernadero se 
encontraba menos desarrollado. La raíz principal de las plantas mutantes era 







secundarias, pero también eran de menor longitud que las raíces secundarias 










Figura 60. Fenotipo de las raíces de plántulas procedentes de semillas de 
la línea 1317 ET MM tras 20 días de cultivo en el invernadero. La barra 
representa 1 cm.  
Las plantas con fenotipo mutante crecíann de manera más lenta que las 
plantas WT y la mayor parte de las flores no produjeron frutos. Además, los 
pocos frutos que cuajaban en las plantas mutantes eran de menor tamaño 







Figura 61. Fenotipo de frutos maduros de la línea 1317 ET MM. La barra 










Análisis del modo de herencia del fenotipo mutante 
El fenotipo mutante se ha visto en los dos experimentos realizados con un total 
de 62 plantas TG2. En el experimento 1, los datos obtenidos nos indicaron que 
no había motivos para dudar de que el fenotipo alterado estaba causado por 
una mutación monogénica recesiva (2 (3:1) = 0.88 < 3.84 1 g. l. (5%)). Sin embargo, 
en el experimento 2 se observó una desviación de los valores esperados para 
una segregación 3 plantas WT y 1 planta M (4 plantas M observadas vs 9.5 
plantas esperadas) (2 (3:1) = 4.24 > 3.84 1 g. l. (5%)). Tras comprobar que los datos 
eran homogéneos (2 H = 0.49 < 3.84 1 g. l. (5%)) se realizó la prueba de la 
2 de 
los datos acumulados (Tabla 30).  
Tabla 30. Análisis del modo de herencia del mutante 1317 ET MM. 
 
El resultado nos indicó que no se ajustaba para una segregación 3 plantas WT 
y 1 planta M (DA (3:1) = 4.83 > 3.84 1 g. l. (5%)). Una posible explicación es que 
existe un cierto grado de subletalidad asociada al fenotipo mutante, lo cual 
daría como resultado una disminución del número de plantas con este fenotipo 
respecto de lo esperado. Por otro lado, no se debe descartar que la alteración 
en el desarrollo radicular provoque una reducción en la capacidad de 
germinación, posiblemente debido a que la raíz embrionaria en los mutantes 
tenga más dificultades para romper la testa de la semilla.  
Análisis genético del número de insertos T-DNA  
Tras analizar 62 plantas TG2, los resultados indicaron que no había motivos 
para dudar de que la línea 1317 ET MM porte un único inserto T-DNA con el 
gen nptII funcional (Tabla 31). 




Observada 20 4 
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0.88 Esperada (3:1) 18.0 6.0 
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Observada 34 4 
38 




Observada 54 8 
62 






H = 0.49) indica que la muestras son homogéneas (P>0.05; 
2






Tabla 31. Análisis del número de insertos T-DNA con el gen nptII funcional 
de la línea 1317 ET MM. 
 
Análisis de cosegregación del inserto T-DNA y el fenotipo mutante 
Tras el análisis de cosegregación de un inserto T-DNA con el gen nptII 
funcional y el fenotipo mutante en la línea 1317 ET MM se comprobó que no 
había asociación entre ambos, ya que se detectaron dos plantas mutantes 
sensibles a la kanamicina (Tabla 32).  
Tabla 32. Análisis de cosegregación del inserto T-DNA y el fenotipo 
mutante de la línea 1317 ET MM. 











Experimento 1 17 3 3 1 24 
Experimento 2 29 5 3 1 38 
Datos acumulados 46 8 6 2 62 
 
En esta línea ya se ha realizado el cruce de una planta mutante sensible a la 
kanamicina con Solanum pimpinellifolium y se dispone de la población F2 de 
dicho cruce. Se han podido identificar plantas con el fenotipo mutante en dicha 
población y ya se dispone del material necesario para abordar la identificación 










Observada 20 4 
24 
0.88 Esperada (3:1) 18.0 6.0 
Experimento 2 
Observada 32 6 
38 




Observada 52 10 
62 






H = 0.01) indica que la muestras son homogéneas (P>0.05; 
2






4.1.2.5.- Mutante 1862 ET MM 
Este mutante se detectó al ver que los cotiledones de algunas plántulas 
procedentes de semillas TG2 tenían un color clorótico en medio de 
germinación. Las plántulas mutantes desarrollaron la raíz principal de forma 
normal, sin embargo, no desarrollaban raíces secundarias, como lo hacían las 









Figura 62. Fenotipo de plántulas procedentes de semillas de la línea 1862 
ET MM tras 7 días de cultivo en medio de germinación. La barra 
representa 1 cm. 
 
Tras el cultivo de los ápices de plantas axénicas en medio de enraizamiento, 
las plantas mutantes presentaron alteraciones en el desarrollo de las raíces 
adventicias. Mientras que las plantas WT generaban raíces adventicias en la 
base y, posteriormente, generaban raíces secundarias y terciarias, las plantas 
mutantes formaron raíces adventicias primarias más cortas, de mayor grosor, y 



























Figura 63. Fenotipo de plantas axénicas procedentes del cultivo de ápices 
meristemáticos de la línea 1862 ET MM tras 15 días de cultivo en medio 
básico. La barra representa 1 cm.  
Para ver si este comportamiento estaba relacionado con un posible déficit en 
auxinas endógenas, se diseñó un experimento en el que se cultivaban ápices 
meristemáticos de plantas WT y mutantes en medios con diferentes tipos y 
concentraciones de auxinas naturales. Las plantas WT presentaron una masa 
radicular mayor cuando se aumentó la concentración de la hormona. A 
concentraciones de IAA 1.0 mg·L-1 y 10.0 mg·L-1 se observó mayor cantidad de 
raíces adventicias y aumento en el desarrollo vegetativo de la parte aérea, 
probablemente como consecuencia de lo anterior. Se observó que, a las 
concentraciones de IAA utilizadas, las plantas mutantes presentaban un 


















Figura 64. Fenotipo de plantas axénicas procedentes del cultivo de ápices 
meristemáticos de la línea 1862 ET MM tras 30 días de cultivo en medios 
con diferentes concentraciones de ácido indolacético. La barra representa 
1 cm. 
También se observó que, en todas las concentraciones de IBA utilizadas, las 
plantas mutantes tenían un enraizamiento diferente de las plantas WT. Los 
ápices meristemáticos procedentes de plantas WT cultivados en estos medios 
presentaban una masa radicular mayor a medida que se aumentaba la 
concentración de la hormona. En las plantas mutantes se observó un cierto 
aumento en el número de raíces formadas a concentraciones de IBA 1.0 mg·L-1 
y 10.0 mg·L-1. En estas condiciones las plantas tenían un mayor desarrollo 
vegetativo de la parte aérea, lo cual puede estar relacionado con la producción 
de una mayor masa radicular pero, en ningún caso, la longitud de las raíces 
mutantes alcanzó a las que se forman en los ápices WT (Figura 65). 
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IAA 1.0 mg·L-1 
IAA 10.0 mg·L-1 





















Figura 65. Fenotipo de plantas axénicas procedentes del cultivo de ápices 
meristemáticos de la línea 1862 ET MM tras 30 días de cultivo en medios 
con diferentes concentraciones de ácido indolbutírico. La barra representa 
1 cm. 
Tras estos experimentos se cultivaron ápices meristemáticos de plantas WT y 
mutantes en medios suplementados con diferentes tipos de auxinas de 
síntesis. No se observó un enraizamiento de las plantas mutantes que se 
parezca a las WT en ninguno de los medios suplementados con estas 
hormonas. Las plantas mutantes que se cultivaron en medio básico 
suplementado con ANA (0.1 mg·L-1) formaron un callo desorganizado mientras 
WT M WT M 
IBA 0.0 mg·L-1 
IBA 0.1 mg·L-1 
IBA 1.0 mg·L-1 





que las plantas WT cultivadas en estas condiciones tuvieron la capacidad de 
generar raíces adventicias y crecer de manera normal. Sin embargo, hubo un 
cierto enraizamiento adventicio en las plantas mutantes cultivadas con 2,4,5-T 
(0.1 mg·L-1). De hecho, las plantas WT cultivadas en este medio también 
desarrollaron un buen sistema radicular. Las plantas WT y mutantes que se 
cultivaron en medios con 4-CPA y 2,4-D (0.1 mg·L-1) sólo formaron un callo 
desorganizado del que, en algunas plantas WT, surgían algunas pequeñas 


















Figura 66. Fenotipo de plantas axénicas procedentes del cultivo de ápices 
meristemáticos de la línea 1862 ET MM tras 30 días de cultivo en medios 
con distintos tipo de auxinas. La barra representa 1 cm. 
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ANA 0.1 mg·L-1 
2,4,5-T 0.1 mg·L-1 
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Se diseñó un nuevo experimento para comprobar si el fenotipo identificado in 
vitro se observaría también en condiciones de cultivo in vivo. Tras la siembra 
de semillas TG2 de esta línea en macetas con fibra de coco, se vio que los 
cotiledones de las plantas mutantes presentaban una clorosis similar a la 











Figura 67. Fenotipo de plántulas procedentes de semillas de la línea 1862 
ET MM tras 7 días de cultivo en el invernadero. La barra representa 1 cm.  
 
A los quince días de cultivo la clorosis de los cotiledones en las plantas 
mutantes se vio menos e iban adquiriendo una coloración verde. Por otra parte, 
desde las primeras etapas de su desarrollo, se observó que el crecimiento de la 
parte aérea de las plantas mutantes era más lento en comparación con las 
plantas WT. El sistema radicular de las plantas mutantes se encontraba 
también alterado en estas condiciones. Aunque las plantas mutantes tenían la 
capacidad de formar raíces secundarias a partir de la raíz principal, todo el 
sistema radicular se encontraba menos desarrollado comparado con el de las 






















Figura 68. Fenotipo de plántulas procedentes de semillas de la línea 1862 
ET MM tras 15 días de cultivo en el invernadero. La barra representa 1 cm.  
 
En este mutante se analizó el contenido hormonal endógeno. Se representa el 
contenido relativo de las hormonas analizadas respecto de su testigo 
correspondiente. En este caso, el mutante tenía un mayor contenido de la 
citoquinina DHZ (triplica el contenido de las plantas WT) y del ácido salicílico 
(cuadriplicando el contenido de las plantas WT). Por otra parte, también se 
observó una reducción de ambas giberelinas analizadas (GA1 y GA4) respecto 






Figura 69. Contenido hormonal endógeno en las hojas de plantas 
mutantes de la línea 1862 ET MM. Se representa la diferencia relativa de 
cada hormona analizada del mutante respecto del cv. Money Maker ((M-
WT)/WT). El asterisco representa que existe diferencia significativa (test t: 
P<0,05) entre la media de la concentración del WT y del mutante. 
 
Se procedió a realizar injertos utilizando como parte aérea y parte radicular a 
plantas mutantes y plantas WT en todas las combinaciones posibles. De esta 
forma se pudo establecer la influencia que tiene la parte radicular o la parte 
aérea sobre el fenotipo mutante. Se observó una reducción en la altura total de 
la planta en todas las combinaciones en que el injerto tenía al menos una parte 
procedente de plantas mutantes, bien sea la parte aérea, la parte radicular o 
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Figura 70. Fenotipo de plantas injertadas y cultivadas en el invernadero 
durante 45 días de la línea 1862 ET MM. El injerto se representa como un 
cociente en el que el numerador es el genotipo de la parte aérea y el 
denominador el genotipo de la parte radicular. La barra representa 5 cm. 
 
Esto indica que el fenotipo de este mutante está causado tanto por alteraciones 
de la parte aérea de la planta (ver comparación entre WT / WT y M / WT) como 
de la parte radicular (ver comparación entre (WT / WT y WT / M). Además, 
parece que esos efectos no son aditivos ya que el desarrollo de M / M no difiere 
mucho del que se observa en WT / M o M / WT. 
Análisis del modo de herencia del fenotipo mutante 
El fenotipo mutante se vio en los cinco experimentos realizados. Al realizar la 
prueba de la 2 en cada uno de los experimentos para una hipótesis de una 













indicó que no había motivos para dudar de esta hipótesis. Tras comprobar que 
las muestras eran homogéneas mediante la 2 de homogeneidad y realizar el 
análisis de los datos acumulados (2 datos acumulados), la 2 para una 
segregación 3 plantas WT por cada mutante se desvía ligeramente debido a 
que al sumar los datos se vio un número menor de plantas mutantes con 
respecto a las esperadas (41 observadas vs 53.5 esperadas). A pesar de ello, 
se podría decir que la naturaleza de la mutación en la línea 1862 ET MM es 
monogénica recesiva (Tabla 33).  
Tabla 33. Análisis del modo de herencia del mutante 1862 ET MM. 
 
Lo que podría explicar la desviación de los datos esperados con respecto a los 
observados para la clase mutante sería que existe un cierto grado de 
subletalidad asociada a este fenotipo, lo cual daría como resultado una 
disminución del número de plantas con el fenotipo mutante. También, se debe 
tener en cuenta que la alteración en el desarrollo radicular puede provocar una 
reducción en la capacidad de germinación, posiblemente debido a que la raíz 
embrionaria en los mutantes tenga más dificultades en romper la testa de la 
semilla. 
Análisis genético del número de insertos T-DNA  
En cuanto a la resistencia a la kanamicina, se observó que la línea 1862 ET 
MM no era portadora de un único inserto T-DNA con el gen nptII funcional (2 




Observada 18 6 
24 
0.00 Esperada (3:1) 18.0 6.0 
Experimento 2 
Observada 55 13 
68 
1.25 Esperada (3:1) 51.0 17.0 
Experimento 3 
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Observada 173 41 
214 






H = 2.96) indica que la muestras son homogéneas (P>0.05; 
2






DA (3:1) = 56.23 > 3.84 1 g. l. (5%)). Por lo tanto se realizó un ajuste de la 
2 en 
todos los experimentos para dos hipótesis. Si la línea portaba dos insertos T-
DNA con el gen nptII funcional, se observaría una segregación de 15 plantas 
resistentes a la kanamicina por cada planta sensible (15 KanR: 1 KanS). La otra 
hipótesis es que la línea portaba tres insertos T-DNA con el gen nptII funcional, 
en cuyo caso se observaría una segregación de 63 plantas resistentes a la 
kanamicina por cada planta sensible (63 KanR: 1 KanS). Los resultados de la 2 
en cada uno de los experimentos individuales nos indicaron que se podrían 
aceptar ambas hipótesis. Sin embargo, tras comprobar que las muestras son 
homogéneas y realizar la prueba de la 2 de datos acumulados, los resultados 
sugieren que hay motivos para dudar de una hipótesis para dos insertos T-DNA 
con el gen nptII funcional (2 DA (15:1) = 4.34 > 3.84 1 g. l. (5%)), pero no para una 
hipótesis donde haya tres (2 DA (63:1) = 2.14 < 3.84 1 g. l. (5%)) (Tabla 34). 
 
Tabla 34. Análisis del número de insertos T-DNA con el gen nptII funcional 











































































homogeneidad indica que la muestras son homogéneas, para una segregación 15:1 (1.53) y 
63:1 (5.48) (P>0.05; 
2






Análisis de cosegregación del inserto T-DNA y el fenotipo mutante 
Para comprobar si alguno de los tres insertos T-DNA con el gen nptII funcional 
es el responsable de la mutación se decidió cultivar 15 plantas TG2 de fenotipo 
WT resistentes a la kanamicina con el objetivo de segregar los insertos T-DNA 
y detectar una línea TG3 en la que se observe el fenotipo mutante y tenga uno 
o dos insertos T-DNA con el gen nptII funcional. Tras el análisis de las 
progenies TG3 se detectó una en la cual se observó la mutación y segregaba 
para dos insertos T-DNA con el gen nptII funcional. Sin embargo, en esta línea 
se detectó una planta mutante que es sensible al antibiótico. Con este 
resultado y tras corroborar la ausencia de resistencia a la kanamicina, podemos 
concluir que ninguno de los tres insertos T-DNA con el gen nptII funcional 
presentes en la línea 1862 ET MM es el responsable de la mutación.  
Dado el interés de este mutante se ha analizado molecularmente para ver si la 
mutación pudiera estar causada por un inserto parcial del T-DNA o por la 
inserción de un fragmento del cuerpo del vector. Para ello se ensayó una 
batería de PCR‟s con amplicones que abarcan siete secuencias el T-DNA y 14 
del cuerpo del vector (Figura 6). Se realizaron estas pruebas en una planta con 
fenotipo mutante y sensible a la kanamicina. Todas las pruebas PCR fueron 
negativas por lo que lo más probable es que esta mutación no esté causada 
por ningún fragmento de T-DNA ni del cuerpo del vector. Por tanto, pensamos 
que la mutación observada en esta línea es de naturaleza somaclonal.  
Al no haber identificado ningún fragmento de ADN de secuencia conocida que 
nos permita abordar la clonación del gen afectado mediante Anchor-PCR, 
debemos utilizar otro abordaje para lograr la identificación y clonación de dicho 
gen. En estos casos la metodología a seguir consiste en cruzar una planta 
mutante con Solanum pimpinellifolium e identificar plantas mutantes y WT entre 
las plantas de la población F2 de ese cruce. Tras la secuenciación de estas 







4.1.3.- Identificación y caracterización de mutantes con 
fenotipo de muerte celular y necrosis 
La muerte celular programada es un mecanismo que las plantas han 
desarrollado para afrontar diversas etapas de su desarrollo (e. g.: 
embriogénesis, morfogénesis foliar, desarrollo del fruto, etc.) al igual que para 
defenderse de factores adversos (e. g.: ataque de patógenos) a lo largo de su 
vida. Cuando las plantas son atacadas por hongos o bacterias, se inician una 
amplia gama de respuestas, dentro de las cuales está la muerte celular 
programada para detener el avance de los patógenos. Existen, en diversas 
especies de plantas, los mutantes lesion mimic mutants que exhiben manchas 
espontáneas en las hojas en ausencia de estrés que son similares a las 
lesiones causadas por la infección de patógenos. Actualmente, se han 
mapeado y clonado varios genes gracias a la identificación de mutantes lesion 
mimic mutant (Collins et al., 1999; Jiang et al., 2003; Wang J. J., 2004; Zeng et 
al., 2004; Wang et al., 2005; Qiao et al., 2010). Debido a las grandes pérdidas 
en la producción en el cultivo del tomate provocadas por el ataque de 
patógenos, la búsqueda de nuevas fuentes de resistencia es una constante 
muy importante en el mundo de la mejora genética del tomate cultivado y la 
detección de genes que controlan este tipo de respuestas es prioritario para 
desarrollar variedades élite con una mejor respuesta a estos problemas.  
En el presente Trabajo de Tesis doctoral se han identificado cuatro líneas que 
presentan un fenotipo de muerte celular y necrosis. De las cuatro líneas 
identificadas, en dos de ellas (1421 ET MM y 2142 ET MM) la muerte celular no 
permite el desarrollo de las plantas que portan la mutación, lo que ocasiona su 
colapso y muerte. Por otro lado, en las líneas 2477 ET MM y 1512 ET MM, la 
plantas presentan necrosis foliar aunque pudieron continuar con su crecimiento 
de forma similar al WT. Se comprobó que los fenotipos identificados en 
condiciones de cultivo in vitro se reproducen cuando se cultivan en 
invernadero. Además, se realizó en análisis genético de las mutaciones al igual 
que se análiza el número de insertos T-DNA y la cosegregación del inserto T-





en tres líneas (1421 ET MM, 1512 ET MM, 2142 ET MM) no existe, mientras 
que en la otra (2477 ET MM) se ha comprobado la existencia de cosegregación 




















4.1.3.1- Mutante 1421 ET MM 
Cuando se cultivó por primera vez este mutante se comprobó que, incluso 
antes de obtener los explantes de cotiledón, ya se observaban dos fenotipos, el 
WT y otro que denominamos clorótico por tener las plántulas un color más 












Figura 71. Fenotipo de plántulas procedentes de semillas de la línea 1421 
ET MM tras 7 días de cultivo en medio de germinación. La barra 
representa 1 cm. 
Al transcurrir diez días de cultivo en medio de germinación, se observaron dos 
clases fenotípicas más. Entre las plantas que eran de fenotipo WT hasta ese 
momento, se observó una mutación que causaba la necrosis de las plantas 
empezando por el cuello del tallo, posteriormente se veía como el hipocótilo se 
iba necrosando lo cual provocó que las plantas se doblaran y no pudieran 
continuar con su crecimiento. A esta clase se le llamó, mutación necrótica. La 
cuarta clase combinaba dos aspectos fenotípicos, clorosis y necrosis, se 














Figura 72. Fenotipo de plántulas procedentes de semillas de la línea 1421 
ET MM tras 10 días de cultivo en medio de germinación. La barra 
















Figura 73. Fenotipo de ápices meristemáticos tras 5 días de cultivo en 
medio de enraizamiento y de explantes de cotiledón cultivados en medio  
















A los pocos días de cultivar los ápices meristemáticos de las plantas que 
portaban la mutación necrótica (fenotipo necrótico y clorótico-necrótico) no se 
desarrollaron ya que la respuesta necrótica provocó el colapso de las plantas 
axénicas. En cuanto a los cotiledones de estas plantas, se observó también 
cierta necrosis que, de forma sistemática, terminó con el colapso del explante 
(Figura 73). 
Se realizó el seguimiento del desarrollo de las plantas que portaban la 
mutación necrótica y se comprobó que a los ocho días de su siembra en medio 
de enraizamiento ya se vía la marchitez en el hipocótilo y las plantas no podían 
seguir erectas como las WT, a los 16 días de cultivo las plantas se marchitaron 









Figura 74. Fenotipo de plántulas procedentes de semillas de la línea 1421 
ET MM tras la siembra en medio de enraizamiento. La barra representa 1 
cm. 
 
Sin embargo, una de las plantas necróticas pudo continuar con su crecimiento 
y se pudieron tomar explantes de foliolo para ver si la alteración que causa la 
necrosis de lo cotiledones también se veía en los foliolos. Se corroboró que el 
fenotipo observado en los cotiledones se repite en explantes de foliolo de hoja. 
Los foliolos se veían normales sólo el primer día de cultivo, pero a los tres días 
WT 
M 





se empezaron a observar ciertas zonas necróticas y a los cinco días ya era 










Figura 75. Fenotipo de explantes de hoja de la línea 1421 ET MM tras su 
cultivo en medio organogénico. La barra representa 1 cm. 
Tras haber conseguido que una de las plantas que portaba la mutación 
necrótica creciera con cierta normalidad en condiciones in vitro, se decidió 
aclimatarla para obtener progenies TG3. Por desgracia, cuatro días después de 
ser aclimatada la planta ya presentaba síntomas muy notorios de marchitez y a 









Figura 76. Fenotipo de una planta axénica de la línea 1421 ET MM con 
fenotipo necrótico tras su aclimatación. La barra representa 1 cm.  
WT 
M 
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El siguiente experimento se diseñó para tratar de ver si los fenotipos vistos in 
vitro se observaban también en condiciones de cultivo in vivo. Tras la siembra 
de nuevas semillas, se comprobó que in vivo se identificaban los mismos 
fenotipos. Al analizar el desarrollo de estas plántulas se corroboró que el 
tamaño de las plantas WT era superior al de fenotipo clorótico, que a su vez 
era claramente mayor al de las plantas con fenotipo necrótico y clorótico-
necrótico. Además, se observó un fenómeno similar al visto in vitro ya que 
apareció cierta necrosis en la parte baja del hipocótilo que impedía el buen 


















Figura 77. Fenotipo de plántulas procedentes de semillas de la línea 1421 
ET MM tras 25 días de cultivo en el invernadero. La barra representa 5 cm. 
WT Clorótico Necrótico Clorótico 
necrótico 






En este mutante se ha analizado el contenido hormonal endógeno de hojas de 
plantas WT y de fenotipo necrótico. Se representa el contenido relativo de las 
hormonas analizadas respecto de su testigo correspondiente. En este caso, 
varias de las hormonas analizadas presentan valores que diferían de forma 
significativa entre las plantas WT y las mutantes necróticas. Entre ellas resulta 
interesante que la trans-zeatina presenta valores en los mutantes que 
cuadriplican los observados en los correspondientes testigos. Por otra parte, 
las dos giberelinas analizadas presentan una menor concentración en las hojas 
de las plantas mutantes (Figura 78). 
 
Figura 78. Contenido hormonal endógeno en las hojas de plantas 
mutantes de la línea 1421 ET MM. Se representa la diferencia relativa de 
cada hormona analizada del mutante respecto del cv. Money Maker ((M-
WT)/WT). El asterisco representa que existe diferencia significativa (test t: 
P<0,05) entre la media de la concentración del WT y del mutante. 
Análisis del modo de herencia del fenotipo mutante 
Las mutaciones clorótica y necrótica se observaron en los cuatro experimentos 
realizados. El análisis de homogeneidad indicó que las muestras eran 
homogéneas. Se realizó el análisis de la prueba de la 2 para una hipótesis de 
dos mutaciones independientes recesivas, en donde la planta que presentaba 
el fenotipo clorótico-necrótico era portadora de ambas mutaciones en 
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acumulados) nos indicó que no había motivos para dudar de que la línea 1421 
ET MM tiene dos mutaciones independientes mongénicas recesivas (Tabla 35).  
 
Tabla 35. Análisis del modo de herencia del mutante 1421 ET MM. 
 
Análisis genético del número de insertos T-DNA  
En cuanto a la resistencia a la kanamicina, se evaluó la resistencia al 
antibiótico de todas las plantas con fenotipo WT. Para el caso de las plantas 
que presentaban la mutación clorótica, no fue posible evaluar la resistencia a la 
kanamicina de todas las plantas ya que la mutación provocó que algunas de las 
plantas después de ser subcultivadas no crezcan. Se evaluaron 16 plantas con 
el fenotipo clorótico de las 22 detectadas. No se pudo analizar la resistencia a 
la kanamicina de las plantas que portaban la mutación necrótica ni la única 
planta que presentó las dos mutaciones (clorótica-necrótica) ya que estas 
plantas se necrosaban y morían. Sin embargo, la segregación que se observó 
en las plantas evaluadas se ajustó a una segregación 3 KanR : 1 KanS. Tras 
realizar el test la 2 no había motivos para dudar de que la línea 1421 ET MM 








Observada 13 5 6 0 
24 
 
2.07 Esperada (9:3:3:1) 13.5 4.5 4.5 1.5 
Experimento 2 
Observada 32 8 6 0 
46 
 
5.17 Esperada (9:3:3:1) 26 9 9 3 
Experimento 3 
Observada 8 4 1 1 
14 
 
1.75 Esperada (9:3:3:1) 7.9 2.6 2.6 0.9 
Experimento 4 
Observada 9 5 8 0 
22 
 




Observada 62 22 21 1 
106 
 






H = 7.26) indica que las muestras son homogéneas (P>0.05; 
2






Tabla 36. Análisis del número de insertos T-DNA con el gen nptII funcional 
de la línea 1421 ET MM. 
 
Análisis de cosegregación del inserto T-DNA y el fenotipo mutante 
El análisis de cosegregación entre el único inserto T-DNA con el gen nptII 
funcional detectado y alguno de los fenotipos mutantes nos indicó que dicho 
inserto presente en la línea 1421 ET MM no es responsable de la mutación 
clorótica, ya que 5 plantas con este fenotipo fueron sensibles a la kanamicina 
(Tabla 37).  
Tabla 37. Análisis de cosegregación del inserto T-DNA y el fenotipo 
clorótico del mutante 1421 ET MM. 



















Experimento 1 11 2 4 1 Nd Nd Nd Nd 18 
Experimento 2 20 12 5 3 Nd Nd Nd Nd 40 
Experimento 3 6 2 2 1 Nd Nd Nd Nd 11 
Experimento 4 7 2 Nd Nd Nd Nd Nd Nd 9 
Datos acumulados 44 18 11 5 Nd Nd Nd Nd 78 
 
Para separar las mutaciones y determinar si existe cosegregación del inserto 
de T-DNA con el gen nptII funcional y el fenotipo necrótico, se cultivaron 15 









Observada 15 3 
18 
 
0.67 Esperada (3:1) 13.5 4.5 
Experimento 2 
Observada 25 15 
40 
 
3.33 Esperada (3:1) 30 10 
Experimento 3 
Observada 8 3 
11 
 
0.03 Esperada (3:1) 8.3 2.7 
Experimento 4 
Observada 7 2 
9 
 




Observada 55 23 
78 
 






H = 3.23) indica que la muestras son homogéneas (P>0.05; 
2






progenies TG3 procedentes de 6 de estas plantas TG2 se obtuvieron los 
siguientes resultados (Tabla 38). 
Tabla 38. Fenotipo y resistencia a la kanamicina de 6 progenies TG3 
procedentes de plantas TG2 WT KanR de la línea 1421 ET MM. 
 
Se han obtenido líneas TG3 segregantes para el fenotipo clorótico en la que no 
se han observado plantas con el fenotipo necrótico (1421-1 y 1421-16 ET MM). 
De igual forma, se han obtenido dos líneas TG3 que por los fenotipos 
mostrados sólo portan la mutación que causa la necrosis (1421-6 y 1421-18 ET 
MM). Se comprobó la ausencia de cosegregación del inserto T-DNA y el 
fenotipo mutante necrótico ya que se observaron tres plantas con la mutación 
necrótica sensibles a la kanamicina en las líneas 1421-18 y 1421-15. Debido a 
las dificultades que conlleva la evaluación de la resistencia a la kanamicina en 
explantes procedentes de plantas con fenotipo necrótico, es conveniente 
confirmar esta ausencia de cosegregación de una forma diferente. Esto es 
posible gracias a que hay otro dato que nos indicó la ausencia de 
cosegregación. En las líneas 1421-1, 1421-12 y 1421-16, la resistencia a la 
kanamicina fue homogénea, indicando que el inserto que confiere resistencia al 
antibiótico se encuentra en homocigosis en las plantas TG2 correspondientes y 
éstas son de fenotipo WT (Tabla 38). A pesar de no haber cosegregación entre 
un inserto de T-DNA con el gen nptII funcional y ninguna de las dos mutaciones 
detectadas, se dispone del material necesario para seguir con la identificación 
de los genes alterados en ambos mutantes de forma independiente. De hecho, 
ya se dispone de semillas F2 del cruce con S. pimpinellifolium. 



















1421-18 37 12 0 0 3 2 0 0 
1421-16 43 0 5 0 0 0 0 0 
1421-15 37 7 3 4 2 1 0 0 
1421-12 44 0 2 0 8 0 0 0 
1421-6 19 9 0 0 3 0 0 0 





4.1.3.2.- Mutante 2142 ET MM 
Este mutante se detectó al ver que a los 10 días de cultivo en medio de 
germinación algunas plántulas tenían los cotiledones necrosados y no 
desarrollaron su parte aérea como lo hacían las plántulas WT. Las plántulas 
mutantes tenían un menor tamaño, menor desarrollo radicular y los cotiledones 



















Figura 79. Fenotipo de plántulas procedentes de semillas de la línea 2142 
ET MM tras 10 días de cultivo en medio de germinación. La barra 














Tras el subcultivo de los ápices meristemáticos a medio básico, a los 25 días 
de cultivo, se vio que las plantas axénicas mutantes no crecieron como lo 
hacían las plantas WT. Además, se observó que la necrosis afectaba más a las 
hojas más viejas y evolucionaba de manera ascendente hacia el meristemo 










Figura 80. Fenotipo de plantas axénicas procedentes de ápices 
meristemáticos de la línea 2142 ET MM tras 25 días de cultivo en medio 
básico. La barra representa 1 cm.  
Para ver si esta mutación se observaba en condiciones de cultivo in vivo, se 
procedió a sembrar más semillas TG2 en macetas. A los diez días de cultivo se 
comprobó que el fenotipo visto in vitro se reproduce en el invernadero. Las 
plántulas mutantes tenían una menor altura y necrosis de los cotiledones. A los 
30 días de cultivo se vio que las plantas mutantes no continuaban con su 
crecimiento, los cotiledones ya estaban completamente necrosados y se 
observó necrosis en los foliolos más viejos. También se vio cómo la necrosis 
que aparece en el hipocótilo iba progresando y dejaba este tejido cada vez más 
afectado. Probablemente ésta es la razón por la cual las plantas mutantes no 




























Figura 81. Fenotipo de plántulas procedentes de semillas de la línea 2142 
ET MM tras 10 días (arriba) y 30 días (abajo) de cultivo en el invernadero. 
La barra representa 1 cm (arriba) y 5 cm (abajo). 
Análisis del modo de herencia del fenotipo mutante 
Se realizaron dos experimentos in vitro y se observó la mutación en 13 de las 
63 plantas analizadas. El resultado del análisis de los datos acumulados (2 
datos acumulados) nos indicó que no había motivos para dudar de que el 
fenotipo alterado en la línea 2142 ET MM esté causado por una mutación 







Tabla 39. Análisis del modo de herencia del mutante 2142 ET MM. 
 
Análisis genético del número de insertos T-DNA  
El análisis de la resistencia a kanamicina para determinar el número de insertos 
T-DNA con el gen nptII funcional en la línea 2142 ET MM nos indicó que había 
motivos para dudar de que esta línea porte un único inserto (DA (3:1) = 8.06 > 
3.84 1 g. l. (5%)). El ajuste de la 
2 a una hipótesis para dos insertos T-DNA con el 
gen nptII funcional nos demostró que no había motivos para dudar de que esta 
línea porte dos insertos T-DNA (DA (15:1) = 1.15 < 3.84 1 g. l. (5%)). Para comprobar 
si la línea podría portar, o no, 3 insertos, se realizó el ajuste para una 
segregación 63:1. Los resultados de la 2 nos permitió dudar de esta hipótesis 
(DA (63:1) = 25.96 > 3.84 1 g. l. (5%)). Por lo tanto, podemos concluir que no hay 
motivos para dudar de que la línea 2142 ET MM porte dos insertos T-DNA con 
el gen nptII funcional (Tabla 40). 
 
Tabla 40. Análisis del número de insertos T-DNA con el gen nptII funcional 
de la línea 2142 ET MM. 




Observada 20 4 
24 
 
0.89 Esperada (3:1) 18 6 
Experimento 2 
Observada 30 9 
39 
 




Observada 50 13 
63 
 






H = 0.33) indica que la muestras son homogéneas (P>0.05; 
2






























































homogeneidad indica que la muestras son homogéneas, para una segregación 3:1 (0.18), 
15:1 (0.59) y 63:1 (2.23) (P>0.05; 
2






Análisis de cosegregación del inserto T-DNA y el fenotipo mutante 
Tras el análisis de cosegregación del inserto T-DNA y el fenotipo mutante en la 
línea 2142 ET MM se comprobó que no existe, ya que se observaron dos 
plantas mutantes sensibles a la kanamicina en los experimentos realizados 
(Tabla 41).  
Tabla 41. Análisis de cosegregación del inserto T-DNA y el fenotipo 
mutante de la línea 2142 ET MM. 











Experimento 1 18 2 3 1 24 
Experimento 2 28 2 8 1 39 
Datos acumulados 46 4 11 2 63 
 
Una vez que se ha descartado la posible cosegregación de un inserto de T-
DNA con el gen nptII funcional con el fenotipo mutante se va a analizar si existe 
algún inserto parcial de T-DNA o del cuerpo del vector que cause esta 
mutación. De forma simultánea se van a realizar los cruces con S. 






4.1.3.3.- Mutante 1512 ET MM 
Este mutante se detectó al ver que algunas plantas presentaban un color 
clorótico. También se vio que las plantas que presentan la alteración en la 












Figura 82. Fenotipo de plantas axénicas procedentes de ápices 
meristemáticos de la línea 1512 ET MM tras 25 días de cultivo en medio 









Figura 83. Fenotipo de plantas procedentes de semillas de la línea 1512 









Al aclimatar estas plantas se observó que la mutación que se vía en 
condiciones de cultivo in vitro se mantenía también en cultivo in vivo. A medida 
que las plantas mutantes crecían en el invernadero, los nuevos foliolos que se 
iban formando eran más pequeños, de color clorótico y en ellos se seguían 
formando manchas necróticas (Figura 83). 
Tras haber trascurrido ocho meses de cultivo en el invernadero, las plantas 
mutantes formaron inflorescencias. Las flores de las plantas mutantes no 
presentaban diferencias morfológicas en ninguno de sus cuatro verticilos en 










Figura 84. Fenotipo de flores en antesis y verticilos florales de plantas 
cultivadas durante ocho meses en el invernadero de la línea 1512 ET MM. 
La barra representa 1 cm. 
 
A los nueve meses de cultivo en invernadero, las plantas mutantes 
desarrollaron algunos frutos. Sólo se observó el desarrollo de un fruto por 
inflorescencias, ya que la mayor parte de las flores se caen antes de que se 
produzca el cuajado. Los frutos de las plantas mutantes, aunque eran algo más 
pequeños, tenían la misma forma que un fruto de plantas WT y daban algunas 



















Figura 85. Fenotipo de un fruto maduro de una planta cultivada durante 
nueve meses en el invernadero de la línea 1512 ET MM. La barra 
representa 1 cm. 
Análisis del modo de herencia del fenotipo mutante 
Para conocer el modo de herencia se analizaron 50 individuos de la línea 1512 
ET MM en condiciones in vitro en dos experimentos y se vio la mutación en 
ambos experimentos. El análisis de homogeneidad indicó que las muestras 
eran homogéneas. El análisis de los datos acumulados (2 datos acumulados) 
indicó que no había motivos para dudar de que la naturaleza de la mutación 
sea monogénica recesiva (Tabla 42).  








Observada 18 4 
22 
 
0.55 Esperada (3:1) 16.5 5.5 
Experimento 2 
Observada 21 7 
28 
 




Observada 39 11 
50 
 






H = 0.31) indica que la muestras son homogéneas (P>0.05; 
2









Análisis genético del número de insertos T-DNA  
En cuanto a la resistencia a la kanamicina, las 50 plantas analizadas eran 
resistentes al antibiótico. Por tanto, la línea 1512 ET MM no es portadora de un 
único inserto nptII funcional (2 DA (3:1) = 16.67 > 3.84 1 g. l. (5%)) y, al menos, 
debe portar dos o más insertos (Tabla 43). 
Tabla 43. Análisis del número de insertos T-DNA con el gen nptII funcional 
de la línea 1512 ET MM. 
 
Análisis de cosegregación del inserto T-DNA y el fenotipo mutante 
Se cultivaron 10 plantas TG2 de fenotipo WT y resistentes a la kanamicina para 
intentar separar los insertos T-DNA y poder determinar si existía cosegregación 
























































homogeneidad indica que la muestras son homogéneas, para una segregación 15:1 (0.00) y 
63:1 (0.00) (P>0.05; 
2






Tabla 44. Análisis de cosegregación del inserto T-DNA y el fenotipo 
mutante de la línea 1512 ET MM. 











1512-25 50 0 18 0 68 
1512-33 57 0 15 0 72 
1512-36 53 3 15 0 71 
1512-38 57 4 0 0 61 
1512-40 83 6 30 1 120 
 
Dentro de las cinco progenies TG3 analizadas, se detectaron tres (1512-36, 
1512-38, 1512-40) en las cuales la segregación se ajustaba para dos insertos 
T-DNA con el gen nptII funcional. Dentro de estas tres líneas, en dos de ellas 
seguía apareciendo la mutación (1512-36 y 1512-40). Se comprobó que no 
existe cosegregación del inserto T-DNA y el fenotipo mutante porque en la 
progenie TG3 de la línea 1512-40 TG2 se detectó una planta mutante que era 
sensible a la kanamicina.  
Una vez que se ha descartado la posible cosegregación de un inserto de T-
DNA con el gen nptII funcional con el fenotipo mutante se va a analizar si existe 
algún inserto parcial de T-DNA o del cuerpo del vector que cause esta 
mutación. De forma simultánea se van a realizar los cruces con S. 








4.1.3.4.- Mutante 2477 ET MM 
Este mutante se detectó al ver cómo algunos explantes de cotiledón 
presentaban necrosis lateral, aunque éstos mantenían la capacidad de formar 
callo y regenerar brotes. En las plantas axénicas cuyos explantes de cotiledón 


















Figura 86. Fenotipo de explantes de cotiledón tras 25 días de cultivo en 
medio organogénico (arriba) y de plantas axénicas procedentes de ápices 
meristemáticos tras 15 días de cultivo en medio básico (abajo) de la línea 









La necrosis evolucionó de forma ascendente, es decir, se veía primero en los 











Figura 87. Fenotipo de plantas axénicas procedentes del subcultivo de 
ápices meristemáticos tras 25 días de cultivo en medio básico (abajo) de la 
línea 2477 ET MM. La barra representa 1 cm. 
 
Se cultivaron más progenies TG2 en el invernadero para corroborar si el 
fenotipo visto en condiciones de cultivo in vitro se reproducía in vivo. A los 25 
días de cultivo se empezó a ver la necrosis en los foliolos y además se observó 
que los cotiledones de las plantas mutantes se marchitaban antes que los 
cotiledones de plantas WT. A los 50 días de cultivo la necrosis era más 
evidente, en las hojas más viejas se veía que la necrosis provocaba que lo 
foliolos se dobleran hacia abajo. Posteriormente los foliolos se volvían de color 
verde amarillento, típico de una hoja senescente y al final se separaban del 
tallo (Figura 88). A pesar de todos estos cambios, las plantas mutantes dieron 





























Figura 88. Fenotipo de plantas procedentes de semillas de la línea 2477 
ET MM tras 25 días (arriba) y 50 días (abajo) de cultivo en el invernadero. 
La barra representa 5 cm. 
Análisis del modo de herencia del fenotipo mutante 
El fenotipo mutante se detectó en 34 de las 129 plantas analizadas en los 
cuatro experimentos realizados en condiciones de cultivo in vitro. El análisis de 







datos acumulados (2 datos acumulados) indicó que en la línea 2477 ET MM no 
había motivos para durar de un modelo de herencia monogénica recesiva para 
la mutación observada (Tabla 51). 
Tabla 51. Análisis del modo de herencia del mutante 2477 ET MM. 
 
Análisis genético del número de insertos T-DNA  
El test de resistencia a la kanamicina se ajustó a una segregación de 3 plantas 
KanR por cada planta KanS en tres de los experimentos realizados (1, 2, 4). En 
el tercer experimento (2 DA (3:1) = 4.14 < 3.84 1 g. l. (5%)) hay cierta desviación de 
los datos observados frente a los esperados para esta hipótesis. Sin embargo, 
el análisis de homogeneidad confirmó que las muestras son homogéneas y el 
análisis de los datos acumulados nos indicó que no había motivos para dudar 
de que la línea 2477 ET MM porta un único inserto T-DNA con el gen nptII 
funcional (Tabla 52).  
Tabla 52. Análisis del número de insertos T-DNA con el gen nptII funcional 
de la línea 2477 ET MM. 




Observada 10 2 
12 0.44 
Esperada (3:1) 9 3 
Experimento 2 
Observada 24 9 
33 0.09 
Esperada (3:1) 24.7 8.3 
Experimento 3 
Observada 18 8 
26 0.46 
Esperada (3:1) 19.5 6.5 
Experimento 4 
Observada 43 15 
58 0.02 




Observada 95 34 
129 0.13 






H = 0.89) indica que la muestras son homogéneas (P>0.05; 
2










Observada 9 3 
12 
 
0.00 Esperada (3:1) 9 3 
Experimento 2 
Observada 24 9 
33 
 
0.09 Esperada (3:1) 24.7 8.3 
Experimento 3 
Observada 15 11 
26 
 
4.14 Esperada (3:1) 19.5 6.5 
Experimento 4 
Observada 42 16 
58 
 




Observada 90 39 
129 
 






H = 2.57) indica que la muestras son homogéneas (P>0.05; 
2






Análisis de cosegregación del inserto T-DNA y el fenotipo mutante 
mediante técnicas de cultivo in vitro 
Para saber si el inserto T-DNA presente en esta línea es el responsable de la 
mutación se realizó el ensayo de cosegregación con el fenotipo mutante. Entre 
las 129 plantas TG2 se observaron 39 plantas sensibles a la kanamicina y 
todas eran de fenotipo WT las supuestas acigotas). Otras 56 plantas 
presentaron fenotipo WT y eran resistentes a la kanamicina (las supuestas 
hemicigotas). Por otra parte, las 34 plantas mutantes fueron resistentes a la 
kanamicina (las supuestas homocigotas), por tanto, no se observó ninguna 
planta mutante sensible al antibiótico. Tras realizar la prueba de la 2 y ver que 
los datos observados se ajustaban (2 DA (1:2:1) = 2.63 < 5.99 2 g. l. (5%)) a una 
segregación 1 WT KanS : 2 WT KanR : 1 M KanR se puede concluir, con una 
probabilidad de fallo menor del 1.8 %, que existe cosegregación entre la 
mutación y el inserto T-DNA con el gen nptII funcional presente en la línea 
2477 ET MM (Tabla 53). 
Tabla 53. Análisis de cosegregación del inserto T-DNA y el fenotipo 
mutante de la línea 2477 ET MM. 
 
Identificación del gen etiquetado mediante Anchor-PCR  
Para identificar las regiones flanqueantes del T-DNA insertado en la línea 2477 
ET MM y, por tanto, conocer la localización genómica de la inserción de dicho 
T-DNA, se realizó un experimento de Anchor-PCR. Esta técnica permite 
amplificar los bordes del T-DNA junto con el fragmento de ADN genómico 
adyacente a éste. De este modo, tras amplificar esta región genómica, se 












Observada 3 7 2 0 
12 
 
0.50 Esperada (1:2:1) 3 6 3 0 
Experimento 2 
Observada 9 15 9 0 
33 
 
0.27 Esperada (1:2:1) 8.3 16.4 8.3 0 
Experimento 3 
Observada 11 7 8 0 
26 
 
6.23 Esperada (1:2:1) 6.5 13 6.5 0 
Experimento 4 








Observada 39 56 34 0 
129 
 






H = 4.69) indica que la muestras son homogéneas (P>0.05; 
2






secuencia dicho producto de amplificación y el resultado obtenido se analiza 
contra el genoma de referencia de S. lycopersicum contenido en la base de 
datos Sol Genomics Network (www.solgenomics.net). El análisis bioinformático 
de las secuencias flanqueantes al borde derecho e izquierdo del T-DNA indicó 
que dicho inserto se localiza en el cromosoma 11 del genoma de tomate, 
concretamente en el quinto exón del gen Solyc11g011960.1, el cual codifica 
una proteína de tipo UDP-glucosa pirofosforilasa (Figura 89). 
 
Figura 89. Localización genómica del inserto T-DNA de la línea 2477 ET 
MM. Se muestra la organización genómica del gen Solyc11g011960.1 que 
consiste en 21 exones (representados como rectángulos amarillos) y 20 
intrones (representados como líneas grises).  
 
Con el objeto de obtener información sobre la función de dicho gen, a partir de 
su secuencia proteica, se realizó una búsqueda de genes homólogos en la 
especie Arabidopsis thaliana. El genoma de esta especie contiene dos genes, 
AT3G03250 y AT5G17310, que codifican proteínas UDP-glucosa 
pirofosforilasa. Estas proteínas son esenciales para el metabolismo de la UDP-
glucosa, un precursor de la síntesis de calosa y celulosa, componentes básicos 
de la pared celular. Park y colaboradores (2010) describieron que los genes 
AT3G03250 y AT5G17310 son funcionalmente redundantes. Mediante una 
estrategia de genética inversa, observaron que la inhibición de uno de estos 
genes no es suficiente para provocar modificaciones en el desarrollo vegetativo 
y reproductivo de A. thaliana, mientras que el doble mutante da lugar a 





El genoma de tomate igualmente contiene dos genes putativos que codifican 
para proteínas UDP-glucosa pirofosforilasa. Además del gen 
Solyc11g011960.1, etiquetado en la línea 2477 ET MM, en el cromosoma 5 se 
encuentra el gen Solyc05g054060.2. Sin embargo, a diferencia de A. thaliana, 
el hecho de que en la línea 2477 ET MM se hayan encontrado plantas que 
muestran fenotipo mutante, sugiere que los genes Solyc11g011960.1 y 
Solyc05g054060.2 son funcionalmente no redundantes, aunque sería 
necesario realizar el análisis funcional comparativo de cada uno de estos dos 
genes para poder establecer conclusiones más robustas. 
 
Análisis de cosegregación mediante PCR del gen identificado por Anchor-
PCR y el fenotipo mutante 
A partir de las secuencias flanqueantes al T-DNA, se diseñaron cebadores para 
el genotipado por PCR con el objeto de comprobar si las plantas analizadas 
son portadoras del inserto T-DNA (alelo mutante) en homocigosis, hemicigosis, 
o acigosis. El genotipado se realizó en una población compuesta por 20 plantas 
TG2 que inicialmente fueron evaluadas en condiciones in vitro para conocer su 
fenotipo y su respuesta a la kanamicina. Así, las plantas etiquetadas del 1 al 5 
muestran fenotipo silvestre (WT) y sensibilidad a kanamicina (acigotas para el 
T-DNA), las plantas del 6 al 14 exhiben fenotipo WT y tolerancia a kanamicina 
(hemicigotas para el T-DNA), mientras que las plantas del 15 al 20 muestran 
fenotipo mutante y tolerancia a kanamicina (homocigotas para el T-DNA).  
El genotipado de esta población TG2 se realizó utilizando dos reacciones de 
PCR. El alelo WT se evaluó mediante oligonucleótidos diseñados sobre la 
secuencia genómica del gen Solyc11g011960.1, mientras que el alelo mutante 
se analizó empleando uno de los oligonucleótidos utilizados para amplificar el 
alelo WT, en este caso el reverse, y un oligonucleótido del T-DNA. Los 
resultados muestran que el alelo mutante amplifica únicamente en las plantas 
tolerantes a la kanamicina (homocigotas y hemicigotas para el T-DNA). Sin 
embargo, el alelo WT amplifica tanto en las plantas de fenotipo WT como en las 






Figura 90. Detección mediante PCR del alelo WT (sin el inserto T-DNA 
que ha etiquetado el gen clonado) o el alelo mutante (con el inserto T-DNA 
que ha etiquetado el gen clonado) en 5 plantas WT KanS (1-5), 9 plantas 
WT KanR (6-14) y 5 plantas M KanR (15-20) de la línea 2477 ET MM. 
 
Al tratarse de una mutación que sigue un patrón de herencia monogénica 
recesiva, el alelo WT únicamente debería amplificar en aquellas plantas 
acigotas y hemicigotas para el T-DNA. Ante estos resultados, podría plantearse 
la hipótesis de que los oligonucleótidos utilizados no sólo estén amplificando el 
gen Solyc11g011960.1 sino también su homólogo, el gen Solyc05g054060.2. 
Por tanto, sería necesario diseñar una pareja de oligonucleótidos más 
específica para poder determinar con precisión si el inserto T-DNA cosegrega 








4.1.4.- Identificación y caracterización de mutantes con 
alteraciones en la respuesta morfogenética in vitro 
Por su gran valor comercial y debido que hay cultivares de tomate que, pese a 
su importancia agronómica, tienen una baja respuesta morfogenética, existe un 
gran interés en todo lo relacionado con la regeneración de plantas enteras in 
vitro a partir de cualquier órgano, tejido o tipo celular. El avance en el 
conocimiento de la base genética de este carácter tiene implicaciones básicas 
ya que se sabe muy poco sobre qué genes controlan este proceso del 
desarrollo e implicaciones prácticas por el gran potencial que tendría en el 
mundo de la mejor genética (e. g.: obtención de plantas transgénicas, 
obtención de líneas puras por el método haplodiploide,…). En este trabajo de 
Tesis hemos realizado un escrutinio que permite la identificación de mutantes 
con la respuesta morfogenética alterada a partir de un material vegetal que 
regenera perfectamente en condiciones de cultivo in vitro. Las líneas con las 
que se trabajaron en este proyecto se han obtenido a partir de un cultivar 
(Moneymaker) que no presenta problemas para la regeneración en nuestras 
condiciones.  
En este trabajo de Tesis se han identificado cinco mutantes que exhiben una 
respuesta morfogenética alterada. El nivel de alteración visto en la capacidad 
de regeneración adventicia mediante organogénesis en los mutantes fue 
diferente entre ellos afectando la capacidad de formación de callo 
desorganizado, yemas adventicias o brotes. De los cinco mutantes 
identificados, tres de ellos (1524 ET MM, 1801 ET MM, 1920 ET MM) 
presentan alteraciones en el desarrollo vegetativo en condiciones de cultivo in 
vitro a diferentes niveles. En cambio, los otros dos no presentan alteraciones 
(1311 ET MM, 2225 ET MM). En algunos de los mutantes, se realizaron 
diferentes evaluaciones con distintos medios organogénicos para ver el 
comportamiento que tienen los mutantes. Además, de algunos mutantes se 
analizó el contenido de hormonas endógenas por ser un aspecto clave en este 
carácter. Se llevó a cabo la caracterización del fenotipo, el modo de herencia, 





funcional y se determinó si existe cosegregación del inserto T-DNA y el fenotipo 
mutante. A continuación se muestran los resultados obtenidos en los mutantes 





4.1.4.1.- Mutante 1524 ET MM 
Esta línea mutante se detectó al ver que algunos explantes de cotiledón en 
medio de regeneración formaban callo desorganizado pero no regeneraban 














Figura 91. Fenotipo de explantes de cotiledón de la línea 1524 ET MM tras 
25 días de cultivo en medio organogénico. La barra representa 1 mm. 
 
Al observar los ápices meristemáticos cultivados en medio básico procedentes 
de las plántulas cuyos explantes de cotiledón dieron fenotipo mutante, se vio 
que también presentaban alteraciones severas en su desarrollo vegetativo ya 
que apenas desarrollaron hojas, eran de menor altura y presentan un porte 



















Figura 92. Fenotipo de plantas axénicas procedentes de ápices 
meristemáticos de la línea 1524 ET MM tras 25 días de cultivo en medio 








Figura 93. Fenotipo de las raíces embrionarias de plántulas procedentes 
de semilla tras 10 días de cultivo en medio de germinación (arriba) y de las 
raíces adventicias procedentes de explantes de hipocótilo tras 25 días de 








El enraizamiento embrionario de las plántulas mutantes, presentaron un menor 
desarrollo, ya que la raíz principal tenía menor longitud. Sin embargo, se 
formaron raíces secundarias como en las plántulas WT. De forma análoga 
cuando se cultivaron segmentos de hipocótilo en medio de enraizamiento (IAA 
4.0 mg·L-1) de plántulas WT y M las raíces adventicias que se formaron en los 
segmentos de las plántulas mutantes eran de menor longitud que la de 
plántulas WT (Figura 93). 
Se sembraron progenies TG2 para ver si la alteración del desarrollo vegetativo 
se reproducía en condiciones de invernadero. Un mes después de 
germinación, se vio que las plantas mutantes eran de menor tamaño pero las 
hojas siguen siendo verdes. Cuando las plantas tenían dos meses, se observó 
una clorosis severa de las hojas que posteriormente se necrosaron al igual que 











Figura 94. Fenotipo de plántulas procedentes de semillas de la línea 1524 
ET MM tras 30 días (izquierda) y 60 días (derecha) de cultivo en el 









Análisis del modo de herencia del fenotipo mutante 
Se realizaron dos experimento en condiciones de cultivo in vitro en los cuales 
se observó el fenotipo mutante. El análisis de homogeneidad indicó que las 
muestras eran homogéneas y el de datos acumulados (2 datos acumulados) 
nos indicó que no había motivos para dudar de que el fenotipo alterado esté 
causado por una mutación monogénica recesiva (Tabla 54).  
Tabla 54. Análisis del modo de herencia del mutante 1524 ET MM. 
 
Análisis genético del número de insertos T-DNA  
Para llevar a cabo el análisis del número de insertos T-DNA con el gen nptII 
funcional, sólo se analizaron las plantas que presentaban fenotipo WT debido a 
que las plantas mutantes colapsaban antes de la evaluación y, por tanto, no era 
posible hacer el test de resistencia a la kanamicina. Por tanto, tras excluir la 
clase mutante, para el caso de que haya un único inserto y haya cosegregación 
se realizó el ajuste para una segregación de 2 plantas WT KanR por cada 
planta KanS (2:1). En cambio, en el caso de que no haya asociación fenotipo-
nptII, la segregación se ajustaría a 3 plantas WT KanR por cada WT KanS (3:1). 
Tras analizar 68 plantas WT (se elimina una planta WT por contaminación), los 
resultados indicaron que no había motivos para dudar de ambas hipótesis (2 
DA (2:1) = 1.44 < 3.84 1 g. l. (5%), 
2 DA (3:1) = 0.08 < 3.84 1 g. l. (5%)). Con todo esto, se 
puede concluir que no había motivos para dudar de que la línea 1524 ET MM 
porte un único inserto T-DNA con el gen nptII funcional pero no sabemos si 
existe cosegregación con el fenotipo mutante (Tabla 55). 
 




Observada 21 3 
24 
 
2.00 Esperada (3:1) 18 6 
Experimento 2 
Observada 48 17 
65 
 




Observada 69 20 
89 
 






H = 1.87) indica que la muestras son homogéneas (P>0.05; 
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Tabla 55. Análisis del número de insertos T-DNA con el gen nptII funcional 
de la línea 1524 ET MM. 
 
Análisis de cosegregación del inserto T-DNA y el fenotipo mutante 
Al realizar el análisis de cosegregación del inserto T-DNA y el fenotipo mutante 
de la forma habitual sólo se pudo obtener información de la resistencia a la 
kanamicina de las plantas WT por lo que no se obtuvo un resultado 
concluyente (Tabla 55). Por lo tanto, para este mutante, se tuvo que diseñar 
una estrategia en la cual fuera posible evaluar la resistencia a la kanamicina de 
las plantas mutantes y así comprobar la existencia o no de cosegregación.  
Para lograr este objetivo, se sembraron semillas directamente en un medio de 
germinación suplementado con 100 mg·L-1 de kanamicina. En estas 
condiciones es posible conocer la resistencia a la kanamicina de cada planta 
TG2. Posteriormente, una vez se conoce si la planta es resistente o sensible a 
la kanamicina pero antes de que las plantas sensibles detengan totalmente su 
desarrollo, se cultivaron los explantes de cotiledón de estas plantas para ver si 
muestran fenotipo WT o mutante. De esta forma se pudo analizar la resistencia 
a la kanamicina de las plantas con fenotipo mutante (Figura 95). 
Con esta aproximación se analizaron 47 plantas, de las cuales 29 fueron 
resistentes a la kanamicina y 18 sensibles. Tras el cultivo de los explantes de 
cotiledón en medio organogénico se obtuvo una distribución de 41 explantes 

















































homogeneidad indica que la muestras son homogéneas, para una segregación 2:1 (0.06) y 
3:1 (0.07) (P>0.05; 
2


















Figura 95. Fenotipo de plántulas procedentes de semillas tras 10 días de 
cultivo en medio de germinación suplementado con 100 mg·L-1 de 
kanamicina (arriba) y explantes de cotiledón tras 25 días de cultivo en 
medio organogénico (abajo) de la línea 1524 ET MM. La barra representa 
1 cm. 
Al analizar los datos, dentro de las 18 plantas que fueron sensibles a la 
kanamicina, 16 eran WT para la regeneración y 2 eran mutantes. Con estos 
datos, podemos concluir que no existe cosegregación del inserto T-DNA y el 
fenotipo mutante (Tabla 56).  
Tabla 56. Análisis de cosegregación del inserto T-DNA y el fenotipo 
mutante de la línea 1524 ET MM. 











Experimento 1 25 16 4 2 47 
 
Con este mutante se han realizado los cruces con S. pimpinellifolium con el fin 
de poder llegar a clonar el gen afectado y ya se dispone de plantas F1. 





4.1.4.2.- Mutante 1920 ET MM 
La línea 1920 ET MM se detectó porque tras el cultivo de explantes de 
cotiledón en medio organogénico se observaron algunos que sólo producían 














Figura 96. Fenotipo de explantes de cotiledón de la línea 1920 ET MM tras 
25 días de cultivo en medio organogénico. La barra representa 1 mm. 
 
A los 25 días de cultivo en madio base, las plantas mutantes (i.e. aquellas 
cuyos explantes de cotiledón no diferencian yemas adventicias) tenían menor 
altura que las plantas WT. Sin embargo, no se observaron diferencias en 
cuanto a la arquitectura de las plantas (Figura 97). Por otro lado, a los 10 días 
de cultivo en medio de germinación, el sistema radicular embrionario de las 
plántulas no presentó diferencias significativas con respecto al WT. 
Adicionalmente, tras realizar la caracterización del sistema radicular adventicio, 
se observó en las plantas mutantes una menor masa radicular en comparación 
















Figura 97. Fenotipo de plantas axénicas procedentes de ápices 
meristemáticos de la línea 1920 ET MM tras 25 días de cultivo en medio 













Figura 98. Fenotipo de las raíces embrionarias de plántulas procedentes 
de semillas tras 10 días de cultivo en medio de germinación (arriba) y de 
las raíces adventicias procedentes del hipocótilo tras 25 días de cultivo de 
ápices meristemáticos en medio de enraizamiento (abajo) de la línea 1920 






Análisis del modo de herencia del fenotipo mutante 
Para conocer el modo de herencia de esta mutación se analizó un total de 39 
plantas TG2. Se observó una segregación de 30 plantas con fenotipo WT y 9 
plantas con fenotipo mutante. Tras realizar la prueba de la 2 para una hipótesis 
de 3 plantas WT por cada mutante (2 DA (3:1) = 0.08 < 3.84 1 g. l. (5%)), los 
resultados nos indicaron que no había motivos para dudar de un modo de 
herencia monogénico recesivo para la mutación (Tabla 57). 
Tabla 57. Análisis del modo de herencia del mutante 1920 ET MM. 
 
 
Análisis genético del número de insertos T-DNA  
Para conocer el número de insertos T-DNA con el gen nptII funcional, se realizó 
la prueba de la resistencia a la kanamicina y se observó una segregación de 30 
plantas resistentes y 9 plantas sensibles. De tal modo, tras realizar la prueba 
de la 2 se comprobó que la línea 1920 ET MM era portadora de un único 
inserto T-DNA con el gen nptII funcional (Tabla 58). 
Tabla 58. Análisis del número de insertos T-DNA con el gen nptII funcional 
de la línea 1920 ET MM. 
 
Análisis de cosegregación del inserto T-DNA y el fenotipo mutante 
Tras el análisis de cosegregación del inserto T-DNA y el fenotipo mutante en la 
línea 1920 ET MM se comprobó que no existe, ya que se observaron dos 
plantas mutantes sensibles a la kanamicina (Tabla 59).  
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Tabla 59. Análisis de cosegregación del inserto T-DNA y el fenotipo 
mutante de la línea 1920 ET MM. 











Experimento 1 23 7 7 2 39 
 
Una vez que se ha descartado la posible cosegregación de un inserto de T-
DNA con el gen nptII funcional y el fenotipo mutante, se va a analizar si existe 
algún inserto parcial de T-DNA o del cuerpo del vector que cause esta 
mutación. De forma simultánea se van a realizar los cruces con S. 
pimpinellifolium para llegar a obtener plantas F2 y poder localizar el gen 





4.1.4.3.- Mutante 1801 ET MM 
Esta línea se detectó al ver cómo los explantes de cotiledón que se cultivaron 
en medio de organogénico presentaban una respuesta morfogenética diferente 
a los explantes de plantas WT. Los cotiledones mutantes tenían la capacidad 
de formar un callo desorganizado pero no regeneraban brotes adventicios 
















Figura 99. Fenotipo de explantes de cotiledón de la línea 1801 ET MM tras 
25 días de cultivo en medio organogénico. La barra representa 1 mm. 
Al evaluar el fenotipo de las plantas cultivadas se vio que presentaban 
alteraciones muy sutiles en el desarrollo vegetativo en condiciones de cultivo in 
vitro. Los foliolos de estas plantas presentaban cierto enrollamiento lo cual 
impedía que se expandan de forma normal como en plantas WT. Por otra 
parte, no se apreciaron diferencias en otras variables relacionadas con el 
desarrollo vegetativo, tales como altura de las plantas, sistema radicular, etc. 


















Figura 100. Fenotipo de plantas axénicas procedentes de ápices 
meristemáticos de la línea 1801 ET MM tras 25 días de cultivo en medio 
básico. La barra representa 1 cm.  
 
Sin embargo, al aclimatar las plantas que presentaban fenotipo mutante para la 
regeneración en el invernadero, se observó un cambio drástico, ya que 
aparecieron alteraciones en diversos caracteres con respecto al WT. El 
enrollamiento de los foliolos se veía con más claridad, los sépalos de las flores 
eran más largos que los de plantas WT y se vio un cierto fenómeno de 
enrollamiento parecido al que se observa en los foliolos. Además, los frutos 
eran de menor tamaño que los frutos de plantas WT y no se obtuvieron 























Figura 101. Fenotipo de hojas, frutos verdes y frutos maduros procedentes 
de plantas cultivadas en el invernadero de la línea 1801 ET MM. La barra 
representa 5 cm. 
En este mutante se ha analizado el contenido hormonal endógeno como se 
describe en Material y métodos. Se representa el contenido relativo de las 
hormonas analizadas respecto de su testigo correspondiente. En este caso, el 
ácido abscísico y la giberelina GA1 que aumentan su contenido y el ácido 
jasmónico y ácido indolacético que disminuye respecto del WT, presentan 
valores que difieren de forma significativa entre las plantas WT y las mutantes. 
Además, se aprecia una reducción en el contenido endógeno de trans-zeatina 








Figura 102. Contenido hormonal endógeno en las hojas de plantas 
mutantes de la línea 1801 ET MM. Se representa la diferencia relativa de 
cada hormona analizada del mutante respecto del cv. Money Maker ((M-
WT)/WT). El asterisco representa que existe diferencia significativa (test t: 
P<0,05) entre la media de la concentración del WT y del mutante. 
Análisis del modo de herencia del fenotipo mutante 
Se analizaron 76 individuos en tres experimentos en condiciones de cultivo in 
vitro y se detectó la mutación en 19 plantas. El análisis de homogeneidad 
indicó que las muestras eran homogéneas y el análisis de los datos 
acumulados (2 datos acumulados) indicó que no había motivos para durar de 
un modelo de herencia monogénica recesiva para la mutación observada en la 
línea 1801 ET MM (Tabla 60). 
Tabla 60. Análisis del modo de herencia del mutante 1801 ET MM. 
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H = 0.18) indica que la muestras son homogéneas (P>0.05; 
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Análisis genético del número de insertos T-DNA  
En cuanto a la resistencia a la kanamicina, el análisis de los datos acumulados, 
tras comprobar mediante el test de homogeneidad que las muestras eran 
homogéneas, nos indicó que no había motivos para dudar de que la línea 1801 
ET MM porte un único inserto T-DNA con el gen nptII funcional (Tabla 61).  
Tabla 61. Análisis del número de insertos T-DNA con el gen nptII funcional 
de la línea 1801 ET MM. 
 
Análisis de cosegregación del inserto T-DNA y el fenotipo mutante 
Para saber si el inserto presente en esta línea es el responsable de la mutación 
se realizó el ensayo de cosegregación entre el inserto T-DNA con el gen nptII 
funcional y el fenotipo mutante. Entre las 76 plantas, se observaron 15 
sensibles a la kanamicina y todas eran de fenotipo WT. El resto de plantas WT, 
44 individuos, fueron resistentes a la kanamicina. Por otra parte, todas las 
plantas mutantes, 17 individuos, fueron resistentes a la kanamicina. Tras 
realizar la prueba de la 2 y ver que esta segregación se ajustaba a una 
distribución 1 WT KanS : 2 WT KanR : 1 M KanR (2 DA (1:2:1) = 2.00 < 5.99 2 g. l. 
(5%)) se puede concluir, con una probabilidad de fallo menor del 1%, que existe 
cosegregación entre la mutación y el inserto T-DNA con el gen nptII funcional 
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H = 1.15) indica que la muestras son homogéneas (P>0.05; 
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Tabla 62. Análisis de cosegregación del inserto T-DNA y el fenotipo 
mutante de la línea 1801 ET MM. 
 
Evaluación de la expresión del gen delator  
Al estudiar el patrón de expresión GUS, se ha detectado su presencia en 
explantes de cotiledón, limbo de foliolo, raquis de hoja y tallo. El patrón de 
expresión del gen delator, visto en las plantas mutantes y en las WT KanR, ha 









Figura 103. Expresión del gen delator uidA en explantes de cotiledón 
(parte superior) y explantes de tallo, raquis y limbo de hoja (parte inferior) 
de plantas acigotas para el T-DNA (parte izquierda) y portadoras del T-
DNA (parte derecha) de la línea 1801 ET MM. La barra representa 1 cm.  
Actualmente se está abordando la clonación del gen etiquetado para, 
posteriormente, poder realizar su análisis funcional. 
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H = 1.64) indica que la muestras son homogéneas (P>0.05; 
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4.1.4.4.- Mutante 1311 ET MM 
Este mutante se detectó al observar que al cultivar explantes de cotiledón en 
medio organogénico algunos de los explantes sólo generan un callo 
desorganizado y en otros se ve la generación de estructuras similares a hojas, 
mientras que en los explantes de fenotipo WT se forman yemas y ápices 






Figura 104. Fenotipo de explantes de cotiledón de la línea 1311 ET MM 
tras 25 días de cultivo en medio organogénico. La barra representa 1 mm. 
Los explantes de cotiledón que no regeneraron brotes adventicios no 
presentaban ninguna alteración en su reacción de herida, es decir, en las 
primeras rondas de división celular que suelen producirse tras el cultivo de los 
explantes. Sin embargo, tras veinticinco días de cultivo los explantes mutantes 
sólo generaron estructuras similares a hojas pero sin la presencia aparente de 






Figura 105. Fenotipo de explantes de cotiledón de la línea 1311 ET MM 











Ante la duda que se plantea de si esas estructuras que se forman realmente 
van acompañadas de lo que cabría calificar como un brote adventicio, se 
realizaron cortes histológicos del callo perpendiculares al nervio del explante. 
De esta forma se pudo observar con más detalle que en los callos de fenotipo 
mutante no se observaron brotes adventicios con un meristemo apical 














Figura 106. Cortes histológicos de la línea 1311 ET MM. Corte transversal 
de callos organogénicos de explantes de cotiledón cultivados 25 días en 
medio de regeneración. La flecha roja indica donde está (WT) o debería 
localizarse (M) el meristemo apical. Las flechas azules indican la formación 
de estructuras nodulares. La barra representa 1 mm.  
Además, para comprobar la ausencia de meristemos apicales, se cultivaron los 
explantes de cotiledón que habían pasado un mes en medio organogénico a un 
medio de elongación (IK 4.0 4.0). Tras veinte días de cultivo, no se vio la 
elongación de ningún brote en los explantes mutantes, sino que lo único que se 







WT, las yemas adventicias originaron brotes que elongaron normalmente 











Figura 107. Fenotipo de explantes de cotiledón de la línea 1311 ET MM 
cultivados en un medio organogénico durante 25 días y después 
subcultivados a un medio de elongación durante 20 días más. La barra 
representa 1 cm.  
Para comprobar si el desarrollo anormal de los brotes estaba relacionado con 
una concentración insuficiente de citoquininas en el medio organogénico, se 
cultivaron explantes de cotiledón en medios con alguna modificación en su 
composición hormonal: doble concentración de zeatina, de kinetina o de ambas 
citoquininas. Como no se obtuvieron resultados significativos con este 
experimento, se decidió probar el cambio del tipo de citoquinina empleada. La 
zeatina y la kinetina se reemplazaron en el medio de cultivo por otras 
citoquininas tales como 6-benciladenina y tidiazurón. En uno de ellos se añade 
2.0 mg·L-1 de 6-benciladenina en lugar de la kinetina. En estas condiciones se 
vio que los explantes mutantes formaron callo desorganizado y sólo se vio la 
generación, como en el IKZ, de pequeñas hojas. En el segundo medio utilizado 






de cultivo, los explantes mutantes sólo generaron un pequeño callo 
desorganizado mientras que los explantes WT formaron un callo desorganizado 
de mayor tamaño y se observó la regeneración de estructuras vegetativas. Con 
este experimento se comprobó que la presencia de otras citoquininas de tipo 
adenina y fenilurea en el medio de regeneración habitual, no revierten el 
fenotipo mutante ya que no se forman estructuras organogénicas. 
Para ver la influencia del explante de partida en el fenotipo mutante se 
cultivaron segmentos de hipocótilo en medio de regeneración. Se observaron 
diferencias en cuanto a la respuesta morfogenética del mutante con respecto al 
WT. Los explantes procedentes de plántulas mutantes no produjeron tanto callo 
desorganizado como los WT. Sin embargo, aunque los explantes de hipocótilo 
del mutante tenían menor capacidad morfogenética, en algunos de los 
explantes se vio la regeneración de ápices meristemáticos, lo cual no se 




























Figura 108. Fenotipo de explantes de hipocótilo de la línea 1311 ET MM 
cultivados durante 25 días en medio de regeneración. La barra representa 
1 cm. 
 
Los segmentos de hipocótilo de plántulas mutantes se subcultivaron en un 
medio de elongación de los ápices (IK 4.0 4.0) para ver si se formaban plantas 
completas. Tras el subcultivo de segmentos WT y M se vio que los ápices 
meristemáticos formados a partir del cultivo de segmentos de hipocótilo 
mutante no elongaban como los procedentes de explantes WT. Sin embargo, 
tras el posterior subcultivo a medio de enraizamiento de los brotes mutantes, 
éstos desarrollaron raíces y siguieron creciendo hasta formar una planta 






















Figura 109. Fenotipo de explantes de hipocótilo cultivados durante 25 días 
en medio de regeneración y otros 25 en medio de elongación (arriba) y de 
los brotes cultivados en medio de enraizamiento (abajo) de la línea 1311 
ET MM. La barra representa 1 cm. 
Las plantas regeneradas a partir de explantes de hipocótilo de fenotipo mutante 
no presentaban alteraciones en el desarrollo vegetativo en condiciones de 
cultivo in vitro y crecieron de la misma manera que lo hacían las plantas cuyos 
explantes de cotiledón fueron de fenotipo WT.  
En cuanto al enraizamiento de las plantas mutantes, no se observaron 
diferencias significativas con las plántulas WT procedentes de semillas. El 
sistema radicular embrionario de plántulas mutantes 18 días después de su 
germinación no difiere en ninguno de los caracteres anailzados con respecto a 







ápices meristemáticos y yemas axilares tampoco se observaron diferencias 















Figura 110. Fenotipo de plantas axénicas procedentes de ápices 
meristemáticos de la línea 1311 ET MM tras 30 días de cultivo en medio 
básico. La barra representa 1 cm.  
En resumen, los callos de los explantes de la línea 1311 ETMM diferencian 
yemas adventicias pero no desarrollan brotes normales. Los análisis 
histológicos revelan que su desarrollo anormal se debe a un defecto en la 
organización de los meristemos apicales adventicios. Desde nuestro punto de 
vista, lo más destacable es que el desarrollo de las plántulas mutantes no 
presenta ninguna alteración, lo que indica que el gen alterado cumple un papel 






Por último, en este mutante se ha analizado el contenido hormonal endógeno 
como se describe en Material y métodos. Se representa el contenido relativo de 
las hormonas analizadas respecto de su testigo correspondiente. En este caso, 
se observan diferencias significativas en ácido abscísico, ácido salicílico y 
trans-zeatina. En los tres casos el contenido hormonal del mutante es menor 
que el WT (Figura 111).  
 
Figura 111. Contenido hormonal endógeno en las hojas de plantas 
mutantes de la línea 1311 ET MM. Se representa la diferencia relativa de 
cada hormona analizada del mutante respecto del cv. Money Maker ((M-
WT)/WT). El asterisco representa que existe diferencia significativa (test t: 
P<0,05) entre la media de la concentración del WT y del mutante. 
 
 
Análisis del modo de herencia del fenotipo mutante 
Se realizaron dos experimentos y la mutación se manifestó en ambos. El 
análisis de homogeneidad indicó que las muestras eran homogéneas. El 
resultado del análisis de los datos acumulados (2 datos acumulados) nos 
indicó que no había motivos para dudar de que el fenotipo alterado esté 
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Tabla 63. Análisis del modo de herencia del mutante 1311 ET MM. 
 
Análisis genético del número de insertos T-DNA  
Tras analizar un total de 57 plantas TG2, los resultados indican que no hay 
motivos para dudar de que la línea 1311 ET MM porte un único inserto T-DNA 
con el gen nptII funcional (Tabla 64). 
Tabla 64. Análisis del número de insertos T-DNA con el gen nptII funcional 
de la línea 1311 ET MM. 
 
Análisis de cosegregación del inserto T-DNA y el fenotipo mutante 
Se comprobó que no existe cosegregación del inserto T-DNA con el gen nptII 
funcional y el fenotipo mutante en la línea 1311 ET MM, ya que se observaron 
tres plantas mutantes sensibles a la kanamicina en los dos experimentos 








Observada 18 4 
22 
 
0.54 Esperada (3:1) 16.5 5.5 
Experimento 2 
Observada 27 8 
35 
 




Observada 45 12 
57 
 






H = 0.16) indica que la muestras son homogéneas (P>0.05; 
2










Observada 16 6 
22 
 
0.06 Esperada (3:1) 16.5 5.5 
Experimento 2 
Observada 27 8 
35 
 




Observada 43 14 
57 
 






H = 0.14) indica que la muestras son homogéneas (P>0.05; 
2






Tabla 65. Análisis de cosegregación del inserto T-DNA y el fenotipo 
mutante de la línea 1311 ET MM. 











Experimento 1 13 5 3 1 22 
Experimento 2 21 6 6 2 35 
Datos acumulados 34 11 9 3 57 
 
Al comprobar que no existe cosegregación entre ningún T-DNA con el gen nptII 
funcional y el fenotipo mutante, se han realizado cruces entre plantas mutantes 
y plantas de Solanum pimpinellifolium. Tras la obtención de semillas F1 y su 
cultivo se ha conseguido la generación de semillas F2 mediante 
autofecundación. En este material se han identificado individuos mutantes y 
WT mediante el cultivo de explantes de cotiledón en medio organogénico y se 
ha guardado material vegetal de suficientes individuos (40 plantas de cada 
fenotipo) para abordar la identificación del gen mutado mediante técnicas de 















4.1.4.5.- Mutante 2225 ET MM 
Este mutante se detectó al cultivar explantes de cotiledón en medio 
organogénico. Se observó que los explantes procedentes de plántulas 
mutantes sólo generaron un pequeño callo desorganizado, tenían una 









Figura 112. Fenotipo de explantes de cotiledón de la línea 2225 ET MM 











Figura 113. Fenotipo de plantas axénicas procedentes de ápices 
meristemáticos de la línea 2225 ET MM tras 15 días de cultivo en medio 









Tras el cultivo de los ápices meristemáticos en medio básico no se observó 
ninguna alteración respecto de las plantas WT en su desarrollo vegetativo en 
condiciones de cultivo in vitro (Figura 113). 
El sistema radicular embrionario que se obtuvo a partir del cultivo de semillas 
en medio de germinación durante 18 días tenía la capacidad de elongar la raíz 
principal de manera normal y se observó la emergencia de raíces laterales 
como ocurría en plántulas WT. Al igual que ocurrió con la raíz embrionaria, en 
el sistema radicular adventicio no se observaron diferencias entre las plantas 










Figura 114. Fenotipo de las raíces embrionarias de plántulas procedentes 
de semillas tras 10 días de cultivo en medio de germinación (arriba) y de 
las raíces adventicias procedentes del hipocótilo tras 25 días de cultivo de 
ápices meristemáticos en medio de enraizamiento (abajo) de la línea 2225 
ET MM. La barra representa 1 cm. 
Para estudiar con detalle el proceso que sufren los explantes de cotiledón 
procedentes de plántulas mutantes respecto de explantes WT, se realizó el 
seguimiento de su desarrollo. Se observó que los explantes de cotiledón 
mutantes presentaban una pérdida gradual de clorofila, a diferencia de lo que 






los explantes mutantes tenían un color totalmente clorótico. Además, los 
explantes mutantes no sintetizaban lo que parecen ser antocianos como lo 
hacían los explantes WT. En el envés de explantes mutantes no se observó la 
típica coloración rojiza de los explantes WT. Sólo se pudo ver esta coloración 
de forma tenue a los tres días en el envés de los explantes. Por otra parte, en 
cuanto a la formación de callo desorganizado, se observó claramente en los 
explantes WT con 10 días de cultivo mientras que en ese momento no se 
observa ningún crecimiento celular en los explantes mutantes. Por último, tras 
15 días de cultivo y en etapas posteriores, se observó con claridad la formación 
de estructuras organogénicas, primero yemas y luego ápices, en los explantes 
testigo mientras que en los mutantes tan sólo se observó la formación de un 
pequeño callo desorganizado con aspecto necrótico (Figura 115). 
Figura 115. Fenotipo de explantes de cotiledón de la línea 2225 ET MM en 
diferentes momentos de su desarrollo tras ser cultivados en medio 
organogénico. En la parte superior de la figura hay explantes de fenotipo 
normal (línea superior el haz y línea inferior el envés) y en la parte inferior 
explantes de fenotipo mutante (línea superior el haz y línea inferior el 





IKZ 4.0 8.0 1.0 
IKZ 4.0 4.0 2.0 
IKZ 4.0 8.0 2.0 
WT M 
Se realizó el ensayo de regeneración en medio organogénico con explantes de 
hojas para ver si lo observado con explantes de cotiledón se reproducía en 
explantes de foliolo. Se corroboró que lo observado en cotiledones mutantes 
también se veía en explantes de foliolo, en los que también ocurría la pérdida 
de la clorofila, la formación de pequeños callos desorganizados y la 






Figura 116. Fenotipo de explantes de foliolo de la línea 2225 ET MM a los 
25 días de cultivo en medio organogénico (a la izquierda haz y a la 











Figura 117. Fenotipo de explantes de cotiledón de la línea 2225 ET MM a 
los 25 días de cultivo en medio organogénico con distintas concentraciones 
de citoquininas (izquierda haz y derecha envés). La barra representa 1 cm.  
Haz Envés Haz Envés 





Se cultivan explantes de cotiledón de tres medios organogénicos en los cuales 
se aumentaban los niveles de citoquininas. En el único medio que se obtuvo 
una respuesta diferente a la vista hasta ese momento es en el medio en el cual 
solamente se duplica la concentración de la kinetina (IAA 4.0 mg·L-1 Kinetina 
8.0 mg·L-1 Zeatina 1.0 mg·L-1, IKZ 4.0 8.0 1.0). En estas condiciones se 
observó que los explantes mutantes generaron cierto callo desorganizado. Sin 
embargo, en ningún caso se observó la presencia de estructuras 
organogénicas (Figura 117).  
Por otra parte, dado el fenotipo de este mutante, también se cultivaron 
explantes de cotiledón y de foliolo en un medio que favorece la formación de 
callo desorganizado en tomate (DNB 1.0 2.0 1.0: MB3 + 2-4 D 1.0 mg·L-1 + 
NAA 2.0 mg·L-1 + 6-Benciladenina 1.0 mg·L-1). En estas condiciones, a 
diferencia de lo observado en el medio organogénico, los explantes de 
cotiledón y de foliolo mutantes formaron un callo desorganizado similar al que 










Figura 118. Fenotipo de explantes de cotiledón (arriba) y hoja (abajo) de la 
línea 2225 ET MM a los 25 días de cultivo en medio de inducción de callo 
desorganizado (izquierda haz y derecha envés). La barra representa 1 cm.  
En resumen, la mutación presente en la línea 2225 ETMM impide la formación 
de callo dependiendo de la composición de reguladores del crecimiento en el 








vegetativo in vitro, lo que indica que la mutación no afecta a los procesos de 
división celular in planta, sino que su efecto está restringido a la proliferación 
celular a partir de las zonas de corte de los explantes cultivados in vitro. 
Se aclimataron plantas mutantes para la obtención de semillas TG3 y para 
evaluar su fenotipo in vivo. Estas plantas no presentaban alteraciones 
significativas en su desarrollo vegetativo en condiciones de invernadero. Sin 
embargo, las flores de plantas mutantes tenían los pétalos más delgados. 
Además, los frutos de las plantas mutantes eran más pequeños que los de las 
plantas WT. Adicionalmente, la testa de las semillas procedentes de plantas 
mutantes tiene zonas de color marrón, lo cual podría indicar una cierta 
necrosis. Además, la parte distal de la radícula embrionaria se encontraba en el 






























Figura 119. Fenotipo de las flores, frutos maduros y semillas de la línea 
2225 ET MM procedentes de plantas cultivadas en el invernadero. La barra 
representa 1 cm.  
Cuando se esterilizaron las semillas procedentes de frutos rojos de la forma 
habitual y se cultivaron en medio de germinación no creció ninguna plántula. 
Probablemente el proceso de necrosis y/o la anómala emergencia del 
meristemo radicular pueden explicar esto. Para profundizar en las 
características de este mutante e intentar obtener plantas a partir de semillas 
mutantes se decidió ampliar su estudio con frutos verde-inmaduros y de frutos 
verde-maduros. En el caso de frutos verde-maduros se observó una menor 
incidencia de manchas marrones en las cubiertas de las semillas, sin embargo, 
cuando de se extraen las semillas directamente de los frutos y se cultivaron en 
























Figura 120. Fenotipo de frutos verde-maduros y semillas extraídas de esos 
frutos (arriba) de la línea 2225 ET MM y cultivadas en medio de 
germinación (abajo). La barra representa 1 cm.  
 
Las semillas de plantas mutantes que provienen de frutos verde-inmaduro no 
presentaban manchas color marrón. Además, cuando se sembraron las 
semillas en medio MG se consiguió la germinación de alguna de ellas, pero las 
plantas que se formaban presentaron ciertas alteraciones que no permiten un 
crecimiento normal, como sí ocurría en plantas procedentes de semillas WT en 






















Figura 121. Fenotipo de frutos verde-inmaduros y semillas extraídas de 
esos frutos (arriba) de la línea 2225 ET MM y cultivadas en medio de 
germinación (abajo). La barra representa 1 cm.  
Análisis del modo de herencia del fenotipo mutante 
La mutación se observó en los tres experimentos realizados. El análisis de 
homogeneidad indicó que las muestras eran homogéneas. Sin embargo, cabe 
señalar que los resultados del experimento 1, a diferencia de los experimentos 
2 y 3, se desviaron de esta segregación. Además, el resultado del análisis de 
los datos acumulados (2 datos acumulados) fue significativa para una hipótesis 
de una mutación monogénica recesiva (2 DA (3:1) = 5.12 > 3.84 1 g. l. (5%)). A 
pesar de estas desviaciones, la segregación observada sugiere que el modo de 










Tabla 66. Análisis del modo de herencia del mutante 2225 ET MM. 
 
La explicación para el desvío de la prueba de la 2 podría ser un cierto grado 
de subletalidad que se asocia al fenotipo mutante, lo que justificaría un menor 
número de plantas mutantes, fenómeno que se observa en los tres 
experimentos y, obviamente, en los datos acumulados. 
 
Análisis genético del número de insertos T-DNA  
Los resultados indicaron que no había motivos para dudar de que la línea 2225 
ET MM porte un único inserto T-DNA con el gen nptII funcional (Tabla 67). 
Tabla 67. Análisis del número de insertos T-DNA con el gen nptII funcional 








Observada 17 1 
18 
 
3.63 Esperada (3:1) 13.5 4.5 
Experimento 2 
Observada 30 6 
36 
 
1.33 Esperada (3:1) 27 9 
Experimento 3 
Observada 37 8 
45 
 




Observada 84 15 
99 
 






H = 1.09) indica que la muestras son homogéneas (P>0.05; 
2










Observada 13 5 
18 
 
0.18 Esperada (3:1) 13.5 4.5 
Experimento 2 
Observada 28 8 
36 
 
0.15 Esperada (3:1) 27 9 
Experimento 3 
Observada 35 10 
45 
 




Observada 76 23 
99 
 






H = 0.24) indica que la muestras son homogéneas (P>0.05; 
2






Análisis de cosegregación del inserto T-DNA y el fenotipo mutante 
Se comprobó que no existe cosegregación del inserto T-DNA con el gen nptII 
funcional y el fenotipo mutante en la línea 2225 ET MM, ya que se observaron 
cinco plantas mutantes sensibles a la kanamicina entre los tres experimentos 
realizados (Tabla 68).  
Tabla 68. Análisis de cosegregación del inserto T-DNA y el fenotipo 
mutante de la línea 2225 ET MM. 











Experimento 1 14 4 0 1 18 
Experimento 2 24 6 4 2 36 
Experimento 3 29 8 6 2 45 
Datos acumulados 66 18 10 5 99 
 
 
Al comprobar que no existe cosegregación entre ningún T-DNA con el gen nptII 
funcional y el fenotipo mutante se han realizado diferentes cruces entre plantas 
mutantes y plantas de Solanum pimpinellifolium. Tras la obtención de semillas 
F1 y su cultivo se ha conseguido la generación de semillas F2 mediante 
autofecundación. En este material se han identificado individuos mutantes y 
WT mediante el cultivo de explantes de cotiledón en medio organogénico y se 
ha guardado material vegetal de suficientes individuos (40 plantas de cada 
fenotipo) para abordar la identificación del gen mutado mediante técnicas de 




















5.1.- Identificación de mutantes en tomate mediante la 
utilización del cultivo in vitro 
El estudio de mutantes es una estrategia clásica y probablemente la 
herramienta genética más valiosa para profundizar en el conocimiento de los 
genes que son responsables de los procesos biológicos. Además de su gran 
importancia económica, el tomate (Solanum lycopersicum) presenta diversas 
características que lo hacen una especie interesante para la investigación. 
Presenta un genoma relativamente pequeño (950 Mb) y, gracias a esfuerzos de 
entidades tanto públicas como privadas, se dispone de una gran colección de 
germoplasma, tanto de la propia especie como de especies silvestres 
relacionadas. Además, se han realizado múltiples avances metodológicos que 
han permitido poner a punto distintos protocolos para poder investigar esta 
especie entre los que destacan varios de transformación genética. Por todo 
ello, el tomate se considera un organismo modelo para el estudio de caracteres 
de interés agronómico como, por ejemplo, el desarrollo del fruto.  
Generalmente, el escrutinio e identificación de mutantes de tomate se realiza 
mediante el fenotipado de poblaciones mutagenizadas cultivadas en el campo 
o el invernadero. Las plantas se evaluan para detectar mutantes de carácter 
dominante y se cosechan las semillas para detectar mutaciones recesivas. 
Para la detección de mutantes en tomate, se ha utilizado preferentemente el 
cultivar Micro-Tom. Esto es debido a que este cultivar presenta una estatura 
pequeña (15-20 cm), tiene una ciclo de vida corto (70-90 días), se pueden 
cultivar las plantas en un espacio reducido y es fácil de transformar mediante 
Agrobacterium tumefaciens (Meissner et al., 1997; Emmanuel y Levy, 2002; 
Sun et al., 2006). De esta forma, se han detectado 1,048 mutantes tras el 
escrutinio de una población de 9,183 líneas M1 obtenidas mediante 
mutagénesis con EMS y rayos gamma en Microtom (Saito et al., 2011). 
También, se han obtenido 2,932 líneas mutantes obtenidas con elementos 






En el presente trabajo se ha utilizado una colección de líneas mutagenizadas 
de tomate generada a partir del cultivar comercial Moneymaker. La planta de 
Moneymaker tiene un hábito de crecimiento indeterminado y tiene un ciclo de 
vida de hasta dos años. En nuestro laboratorio, se cuenta con un método de 
transformación con una elevada eficacia útil (número de plantas transgénicas 
diploides procedentes de eventos de transformación independientes/número de 
explantes transformados). En el caso de tomate, disponemos de un método de 
transformación que tiene una eficacia útil en torno al 20-25%. Esto quiere decir 
que por cada 100 explantes del cultivar Moneymaker que se inoculan con 
Agrobacterium tumefaciens, se obtienen entre 20 y 25 plantas transgénicas 
diploides procedentes de eventos de transformación independientes. En 
nuestro caso y en colaboración con los grupos dirigidos por la Dra. Bolarín 
(CEBAS – Murcia) y el Dr. Lozano (Universidad de Almería), se ha utilizado la 
mutagénesis insercional con T-DNA como herramienta para la generación de 
mutantes que afecten a diversos caracteres de tomate. A partir del estudio de 
estos mutantes se pretende identificar y posteriormente clonar los genes 
afectados. Para alcanzar este objetivo se ha generado y evaluado alrededor de 
7,000 líneas transgénicas, dentro de las cuales se incluye tomate y también 
especies silvestres relacionadas como, S. pimpinellifolium, S. pennelli y S. 
galapagense que presentan mayores niveles de tolerancia a estreses abióticos 
como la sequía y salinidad.  
Como ya se ha comentado previamente, la mayor parte de las evaluaciones 
que se ha llevado a cabo en colecciones de líneas mutagenizadas se realizan 
mediante el cultivo de las plantas en invernadero. Aunque para detectar algún 
tipo de mutante, por ejemplo, los afectados en el desarrollo del fruto, es 
imprescindible hacer las evaluaciones de esta forma, nosotros hemos utilizado 
el cultivo in vitro como estrategia para la detección de mutantes afectados en 
caracteres del desarrollo temprano. Las principales ventajas de esta 
metodología son su fiabilidad, la menor necesidad de espacio y tiempo y la 
detección de fenotipos mutantes difíciles, o incluso imposibles de identificar, 





Para detectar mutantes por sus alteraciones fenotípicas es importante que las 
condiciones ambientales en las que crecen las plantas sean lo más 
homogéneas posibles para que los mutantes detectados por sus alteraciones 
fenotípicas sean producto de cambios genéticos. Esta metodología de 
evaluación es más fiable ya que las condiciones ambientales (iluminación, 
temperatura, disponibilidad de agua y nutrientes,…) que podrían alterar el 
fenotipo de las plantas en cultivo in vitro están más controladas que en el 
invernadero. Además, las plantas no están sometidas a ningún estrés biótico 
(plagas y enfermedades) que pueda alterar su fenotipo. 
Por otra parte, esta evaluación ofrece ventajas en comparación con otros 
métodos de detección de mutantes en tomate, como el menor requerimiento de 
espacio. Por ejemplo, para evaluar 100 progenies (2,400 plantas) de líneas T-
DNA del cultivar comercial Moneymaker se necesitaría unos 1,000 m2 de 
invernadero mientras que la evaluación de este mismo número de plantas en 
cultivo in vitro ocupa 8 m2 de una cámara de cultivo. Gracias a esta ventaja, en 
el presente trabajo se han evaluado 762 líneas T-DNA para lo que ha sido 
necesario cultivar más de 18,000 plantas. 
Adicionalmente, la utilización del cultivo in vitro ha permitido identificar y 
avanzar más rápidamente en la caracterización de algunos mutantes. Los 
ciclos de cultivo en estas condiciones son más cortos que en el invernadero y 
eso permite avanzar más rápidamente en la obtención de resultados. Además, 
en algunos casos, gracias al cultivo in vitro se han podido identificar varios 
mutantes que presentan alteraciones en la raíz. Su caracterización se ha 
completado de forma más rápida y eficiente que si las plantas hubieran estado 
cultivadas in vivo ya que las plantas se encontraban cultivadas en un medio 
con agar que permite visualizar el desarrollo de las raíces. 
La utilización del cultivo in vitro aporta ventajas cuando se trabaja con mutantes 
que son difíciles de evaluar mediante otros métodos. Este método de detección 
posibilita caracterizar los mutantes con más precisión, ya que al tenerlas 
cultivadas in vitro, se puede ver toda la planta desde la raíz hasta la parte 





primeros síntomas. Además, permite caracterizar mutaciones que afectan el 
desarrollo inicial de las plantas, por ejemplo, los mutantes letales. Los mutantes 
llamados seedling-lethal son complicados de estudiar en condiciones de cultivo 
in vivo debido a que las plantas colapsan en estadios del desarrollo temprano o 
sólo son capaces de desarrollar un par de hojas verdaderas y luego mueren. El 
cultivo in vitro facilita el crecimiento de las plantas que portan este tipo de 
mutaciones, ya que las condiciones de cultivo están más controladas, las 
plantas se encuentran en un cultivo axénico, alejadas de los estreses que 
conlleva el cultivo en invernadero y con mayor disponibilidad de nutrientes.  
En este laboratorio ya se habían identificado 14 mutantes con fenotipo de 
albinismo y/o letalidad. Tres de estos mutantes de tomate se han encontrado 
recientemente y aún se continúa su investigación (Sánchez Martín-Sauceda, 
2016). Tada y colaboradores (2014) utilizaron el cultivo in vitro para caracterizar 
el mutante seedling lethal (ppi2-2) de Arabidosis. También, existen mutaciones 
que alteran el desarrollo de las raíces y en algunos casos las plantas no son 
capaces de sobrevivir cuando se cultivan en el invernadero. El cultivo in vitro 
permite mantener las plantas que presentan este tipo de alteraciones y 
evaluarlas. Por ejemplo, en este laboratorio se ha identificado un mutante de S. 
pennellii con alteraciones en el desarrollo radicular que no es capaz de 
sobrevivir cuando se cultiva en el invernadero. El cultivo in vitro permitió 
realizar evaluaciones del comportamiento de este mutante cuando se cultivaba 
en medios con distintas hormonas. En otros casos, el cultivo in vitro se ha 
utilizado para realizar evaluaciones de la arquitectura y el patrón de crecimiento 
de las raíces en mutantes de Arabidopsis (mlo4 y mlo1) que mostraban 
enraizamiento aberrante (Bidzinki et al., 2014).  
La utilización del cultivo in vitro en este proyecto permitió detectar mutantes en 
caracteres difíciles de evaluar con otra metodología, por ejemplo, mutantes 
afectados en el enraizamiento adventicio. Cuando se realiza el corte del 
hipocótilo para cultivar los ápices meristemáticos y obtener plantas axénicas, 
éstos emiten raíces adventicias y continuan con su crecimiento. Este 





encuentran en un ambiente que les ayuda a generar este tipo de raíces, sin 
presión por deshidratación o el ataque de patógenos que puedan infectar la 
planta a través de la zona de corte.  
Por otro lado, el uso de técnicas de cultivo in vitro de tejidos permite identificar 
mutaciones que son imposibles de detectar en condiciones de cultivo in vivo, 
como mutantes alterados en la capacidad de regeneración adventicia. Además, 
una vez detectado un mutante con alteraciones en este carácter, la utilización 
del cultivo in vitro permite profundizar en su estudio. Por ejemplo, gracias al 
cultivo in vitro, fuimos capaces de conocer el comportamiendo de mutantes con 
respuesta morfogenética alterada cuando eran cultivados en medio de 
regeneración suplementados con diferentes hormonas, estudiar la capacidad 
morfogenética de diversos tipos de explantes (e. g. de foliolo, cotiledón y 
segmentos de hipocótilo). 
Una de las cuestiones a tener en cuenta cuando se realiza un escrutinio de 
esta forma es si el fenotipo visto in vitro se observa también in vivo. Es 
importante comprobar que las mutaciones que son detectadas y corroboradas 
en condiciones de cultivo in vitro también se reproduzcan en invernadero ya 
que si una mutación detectada in vitro no se observara in vivo perdería interés. 
Por tanto, la posterior comprobación que dicha mutación se reproduce en el 
invernadero aumenta el valor del mutante, considerando posibles aplicaciones 
futuras. Nuestra experiencia previa (Sánchez-Sauceda, 2016) y los resultados 
en este Trabajo de Tesis es que las mutaciones detectadas en condiciones de 
cultivo in vitro se observan también cuando las plantas se cultivaban en el 
invernadero. En ningún caso se ha detectado un mutante in vitro cuyo fenotipo 
no se haya visto también en condiciones in vivo. Estos análisis permiten 
también realizar una caracterización con mayor detalle de las mutaciones en 
diversos ambientes. 
En este Trabajo de Tesis se han analizado 762 líneas T-DNA y se han 
identificado un total de 22 líneas mutantes, lo cual supone un 3%. En 
comparación con otros trabajos realizados en nuestro grupo con un escrutinio 





mutantes similar tras analizar 1888 líneas T-DNA. Por lo que respecta al 
porcentaje total de líneas mutantes detectadas en el grupo, se acerca al 10% 
ya que en este dato se acumulan los mutantes identificados con diversos tipos 
de escrutinios (Sánchez Martín-Sauceda, 2016). Por lo que respecta a los 
resultados de otros grupos de investigación, Li y colaboradores (2006) 
obtuvieron un 9% de porcentaje de detección de mutantes en arroz, Chantreau 
y colaboradores (2013) obtuvieron un 38.5% de porcentaje en Linun 
usitatissimun y Alonso y colaboradores (2003) obtuvieron un porcentaje de 
detección de mutantes del 25% en Arabidopsis.  
En tomate, Minoia y colaboradores (2010) observaron un porcentaje de 
detección del 39% tras evaluar una población mutagenizada con EMS. Aunque 
el porcentaje de mutaciones obtenido es mayor al obtenido en este Trabajo de 
Tesis, el método de generación de líneas mutantes que se emplea en nuestro 
laboratorio es más adecuado para llegar a clonar el gen que ha causado el 
fenotipo mutante porque, a diferencia de cuando se emplea EMS, el método 
basado en la generación de líneas T-DNA conlleva a que, en ocasiones, el gen 
afectado queda etiquetado lo cual facilita significativamente los trabajos de 
clonación génica. 
 
5.2.- Análisis del modo de herencia del fenotipo mutante 
En este trabajo de tesis doctoral se han detectado 22 líneas mutantes. La 
mayor parte de ellas, 21 (95%), son portadoras de una sola mutación, mientras 
que una (5%) de las líneas (1421 ET MM) es portadora de dos mutaciones 
independientes. Las 23 mutaciones detectadas en este trabajo son causadas 
por la alteración de un gen, es decir, son monogénicas. Se han observado dos 
modos de herencia dentro de las 23 mutaciones identificadas: 21 mutaciones 
(91%) son de naturaleza recesiva y 2 (9%) son de naturaleza semidominante. 
Por comparación, Berná y colaboradores (1999) determinaron tras el estudio de 





que 122 líneas mutantes eran monogénicas y de naturaleza recesiva (94%), 
seis de tipo semidominante (5%), y una de naturaleza dominante (1%).  
Dentro de las 21 mutaciones de naturaleza recesiva detectadas, en 5 de ellas 
(2733 ET MM, 2666 ET MM, 2225 ET MM, 1862 ET MM y 1317 ET MM) las 
proporciones fenotípicas se desvian significativamente de lo esperado para una 
distribución mendeliana, 3 WT : 1 M. En los cinco casos el número de plantas 
observadas con fenotipo mutante resultó menor a lo esperado. Posiblemente, 
esto es debido a que podría haber un cierto grado de subletalidad cuando el 
alelo mutante se presenta en configuración homocigótica. De igual forma, 
Berná y colaboradores (1999), observaron 23 mutaciones que se comportaban 
inequivocamente de manera monogénica recesiva, pero se desviaban 
significativamente de una proporción 3:1. Ellos también lo interpretan como un 
problema de subletalidad ya que comentan que posiblemente existía un nivel 
bajo de viabilidad de lo embriones en estos mutantes. 
Se ha detectado una línea (1421 ET MM) que es portadora de dos mutaciones 
monogenicas independientes. Una de las mutaciones generaba un fenotipo en 
el cual la plantas eran cloróticas y la otra causaba necrosis en la plantas, la 
cual provocaba el colpaso de las mismas. La plantas que eran portadoras de 
las dos mutaciones, eran cloróticas y se necrosaban totalmente. Tras el análisis 
de los datos obtenidos de número de plantas de cada clase mutante la pueba 
de la 2 indica que no hay motivos para dudar de que en esta línea haya dos 
mutaciones monogénicas recesivas que segregan de forma independiente.  
Para algunos de los caracteres en los cuales se han detectado mutaciones (e. 
g.: morfogénesis, enraizamiento adventicio, etc.) una mutación dominante de 
anulación de función (e.g.: que anulara la capacidad de regeneración) hubiera 
imposibilitado su detección ya que no se podría obtener la planta transgénica 
original (TG1). En cambio, si la mutación es recesiva (sólo aparece cuando la 
planta porta los dos alelos mutados en homocigosis), la planta transgénica se 
puede desarrollar perfectamente porque, al ser hemicigótica, el alelo mutante 
no interfiere en el proceso de regeneración, lo cual permite que la planta se 





en progenies TG2 (descendencias de la línea transgénica original) para 
detectar mutaciones con efecto recesivo (e.g.: en una línea en la que ha 
mutado un gen, la cuarta parte de las plantas analizadas expresarán el fenotipo 
mutante) ya que esto permite identificar la mayor parte de las mutaciones 
producidas. 
 
5.3.- Análisis genético del número de insertos T-DNA  
El análisis del número de insertos T-DNA integrados en las líneas mutantes 
identificadas en este Trabajo de Tesis Doctoral se hizo fundamentalmente 
comprobando la resistencia a la kanamicina que confiere el gen nptII. De las 22 
líneas mutantes detectadas, 15 (68%) portan un único inserto T-DNA, 4 (18%) 
portan dos insertos y tres (14%) portan tres copias (además, hay una línea de 
la que todavía no se sabe si porta dos o tres insertos), lo cual ha dado como 
resultado un número medio de 1.57 insertos T-DNA por línea evaluada. El 
promedio del número de insertos T-DNA obtendio en este Trabajo de Tesis es 
algo menor aunque similar al número medio de insertos de todas líneas que se 
han evaluado en este laboratorio (1.7). En otros trabajos, el dato del promedio 
de número de copias de T-DNA es similar al observado en esta Tesis: 1.37 y 
1.29 es lo que observaron Feldmann (1991) y Ríos y colaboradores (2002) 
respectivamente.  
En un programa de mutagénesis insercional es recomendable tener un número 
bajo de copias insertadas por línea transgénica ya que un número muy elevado 
dificultaría la clonación del gen afectado mediante Anchor-PCR. Este método 
se basa en la amplificación de fragmentos de ADN genómico a partir del RB 
(right border) y el LB (left border) del T-DNA. Por tanto, si en una línea se han 
insertado muchas copias de T-DNA, aumentan las probabilidades de amplificar 
regiones que no son candidatas por haber etiquetado el gen que provoca el 
fenotipo mutante. Para alcanzar un número promedio de insertos por línea T-
DNA relativamente bajo, la metodología de transformación genética tiene un 





independientes han sido obtenidas mediante transformación genética vía 
Agrobacterium tumefaciens, y el número promedio de copias de T-DNA 
insertadas es adecuado (1.7). Otros autores, que utilizan el cocultivo de 
explantes primarios con Agrobacterium como método de transformación, 
también reportan un número de copias insertadas adecuado en Arabidopsis 
(McElver et al., 2001; Alonso et al., 2003) y en arroz (Oriza sativa; Barakat et 
al., 2000; Jeon et al., 2000). Por contra, con otros métodos de transformación 
genética como el bombardeo de particulas, se pueden insertar un mayor 
número promedio de copias de T-DNA alcanzando valores superiores a 100 
insertos (Shou et al., 2004).Con otros métodos de transformación directa se 
pueden alcanzar promedios de 3 copias de T-DNA con la presencia de un alto 
número de líneas con entre 4 y 6 insertos (Kohli et al., 1998). Por lo tanto, el 
método de transformación genética que se ha utilizado para obtener las líneas 
transgénicas en nuestro laboratorio demuestra ser más adecuado para tener un 
número limitado (o bajo) de inserciones de T-DNA por planta transgénica. 
Como ya se ha comentado, lo más habitual es realizar la prueba de la 
resistencia a la kanamicina para determinar el número de insertos T-DNA de 
las líneas mutantes. Sin embargo, la metodología utilizada para conocer si una 
línea mutante es portadora de un inserto T-DNA con nptII funcional puede 
depender en función de la mutación observada. Por ejemplo, se puede conocer 
si una planta es resistente a la kanamicina si se cultivan yemas o ápices 
meristemáticos en un medio de enraizamiento suplementado con el antibiótico. 
Si las plantas son capaces de enraizar, quiere decir que son resistentes a la 
kanamicina, por lo tanto, portadoras de, al menos, un inserto T-DNA con el gen 
nptII funcional. De lo contrario, si no son capaces de enraizar, las plantas son 
sensibles a la kanamicina y se concluye que no poseen ningun inserto T-DNA 
con el gen nptII funcional. Sin embargo, si el mutante tiene afectada la 
capacidad de enraizamiento, no se puede utilizar esta metodología, ya que si 
se cultivan explantes de yemas axilares o ápices meristemáticos de una planta 
y no enraíza no se podría saber si es por su naturaleza mutante, porque es 
sensible al antibiótico o por ambos motivos. Una alternativa metodológica para 





cultivo de explantes de cotiledón, foliolo o hipocotilo en medio organogénico 
suplementado con kanamicina.. De tal forma, como ya se ha visto en otros 
trabajos (De Block et al., 1984) es muy importante disponer de una amplia 
gama de opciones de cultivo para saber cuando una planta es resistente o 
sensible a la kanamicina para, dependiendo del carácter afectado en cada 
mutante, utilizar la opción más factible para saber si las plantas mutantes son 
portadoras o no de un inserto T-DNA con el gen nptII funcional.  
La genética molecular porporciona otras herramientas que nos permiten saber 
si las plantas mutantes han quedado etiquetadas por algún fragmento de ADN 
de secuencia conocida que permita abordar su clonación mediante Anchor-
PCR. Así, mediante estas técnicas es posible detectar si una planta mutante 
que no es viable o muere en estapas del desarrollo temprano y a la que no se 
le puede hacer ningún test de resistencia a la kanamicina porta un inserto de T-
DNA ya que mediante la recolección de una pequeña cantidad de tejido vegetal 
y haciendo pruebas de PCR es posible conocer si estas plantas son portadoras 
de algún inserto. Por otra parte, en plantas de fenotipo mutante que presentan 
sensiblilidad a la kanamicina, las técnicas de genética molecular hacen posible 
comprobar la presencia de insertos de T-DNA truncados en los cuales el gen 
que confiere resistencia al antibiótico no es funcional o la presencia de 
fragmentos del cuerpo del vector. La utlización de estas técnicas de genética 
molecular nos permitió corroborar que las mutaciones observadas en dos 
líneas (1862 ET MM y 2666 ET MM) eran de carácter somaclonal. En estos 
casos se llevó a cabo el estudio molecular de algunas plantas mutantes 
sensibles a la kanamicina con una gama de cebadores que amplifican dentro 
de la región que compone el T-DNA y el cuerpo del vector. Como resultado de 
esas reacciones de PCR no se observó la amplificación de ningun cebador. Por 
lo tanto, la utilización de técnicas de genética molecular nos ha permitido llegar 
a la conclusion de que las mutaciónes identificadas en estas líneas no fueron 
causadas por la disrrupción de un gen debido a la integración de un T-DNA 






5.4.- Análisis de cosegregación del inserto T-DNA y el fenotipo 
mutante 
La gran ventaja de la utilización de una colección de plantas transgénicas para 
la identificación de mutantes es que el T-DNA puede etiquetar molecularmente 
el gen afectado y, por lo tanto, llegar a saber cuál es el gen causante del 
fenotipo mutante de forma rápida. Sin embargo, debido al proceso de obtención 
de las plantas transgénicas, no es posible descartar a priori que un fenotipo 
mutante esté causado por otras fuentes de variación genética. Para saber el 
origen de las mutaciones observadas es necesario realizar un análisis de 
cosegregación entre un inserto de T-DNA y el fenotipo mutante. Para lograr 
esto, una posibilidad es realizar el análisis de cosegregación entre la 
resistencia a la kanamicina que confiere el gen nptII presente en el T-DNA y el 
fenotipo mutante, teniendo en cuenta que dicho gen marcador confiere 
resistencia al antibiótico tanto en hemicigosis como en homocigosis. En este 
Trabajo de Tesis, del total de las mutaciones detectadas (23), en cinco (21%) 
se ha comprobado con una probabilidad de fallo menor al 5%, que existe 
cosegregación de un inserto T-DNA con el gen nptII funcional y el fenotipo 
mutante. En todas las líneas T-DNA mutantes de nuestro laboratorio en las que 
se ha estudiado esta característica, la frecuencia de cosegegación observada 
entre un inserto de T-DNA y el fenotipo mutante es algo superior al 13%. En 
trabajos realizados por otros grupos de investigación, por ejemplo, el de 
Azpiroz-Leehan y Feldmann (1997) en Arabidopsis, tras analizar multiples 
líneas T-DNA y determinar la frecuencia de cosegregación utilizando las 
plantas con fenotipo mutante y la resisencia a la kanamicina, encontraron que 
el 35% de las mutaciones son debido a un inserto. Van Lijsebettens y 
colaboradores (1991) al estudiar una población de líneas T-DNA de 
Arabidopsis y realizar el test de cosegregación mediante el análisis de la 
resistencia a la kanamicina observaron una frecuencia de cosegregación 
inserto T-DNA y mutación del 10%. Hunter y colaboradores (2013) utilizaron un 
elemento transponible (Mu-seq) en maíz y encontraron mendiante genotipado 





inserción. Por contra, Li y colaboradores (2006) al analizar líneas T-DNA en 
arroz y la posterior determinación de cosegregación mediante técnicas de PCR, 
encontraron una frecuencia de cosegregación muy baja (1.4%).  
Como ya se ha comentado, saber si existe cosegregación entre un inserto T-
DNA y el fenotipo mutante, es esencial para los trabajos posteriores con cada 
mutante. Una vez que se ha establecido la existencia de cosegregación entre 
un inserto T-DNA con gen nptII funcional y el fenotipo mutante, se inicia la 
clonación del gen que ha sido etiquetado. Para ello se puede recurrir a 
diferentes alternativas metodológicas TAIL-PCR (Liu et al., 1995; Li et al., 
2006), (SON)-PCR (Antal et al., 2004) o T-linker PCR (Yuanxin et al., 2003). En 
el presente trabajo, gracias a la colaboración con el grupo del Dr. Rafael 
Lozano, se han clonado dos de los genes etiquetados mediante la técnica de 
Anchor-PCR. En ambos casos se han amplificado los fragmentos de ADN 
genómico a partir de los RB (right border) y LB (left border) del T-DNA. Una vez 
clonado el gen, se puede continuar con otras investigaciones como el análisis 
funcional del mismo mediante su sobre-expresión o anulación de función con la 
técnica del ARN de interferencia. En resumen, la detección de líneas mutantes 
insercionales es muy importante ya que permite reducir significativamente el 
trabajo y tiempo necesario para cumplir con los objetivos antes mencionados.  
En el caso de las 17 mutaciones detectadas que no están causadas por la 
inserción de un T-DNA con el gen nptII funcional, es importante mencionar que 
no se debe desacartar la posibilidad de que hayan sido provocadas por insertos 
T-DNA truncados en los cuales el gen nptII no sea funcional. Este fenomeno ya 
ha sido reportado por otros autores en Arabidopsis (Castle et al., 1993). 
Además, las mutaciones pueden haber sido provocadas por la integración de 
fragmentos del cuerpo del vector. En trabajos previos se ha demostrado que la 
integración de secuencias del cuerpo del vector al DNA genómico de plantas 
transgénicas ocurre con cierta frecuencia. Por ejemplo, Kononov y 
colaboradores (1997) detectaron secuencias del cuerpo del vector en el 75% 
de las plantas transgénicas de tabaco que examinaron. De hecho, en otros 





de las plantas transgénicas obtenidas (De Buck et al., 2000). Por lo tanto, es 
importante continuar analizando molecularmente estas líneas mutantes para 
descartar la ocurrencia de algunos de estos casos que permitiría la clonación 
del gen de forma más rápida mediante Anchor-PCR. En nuestro grupo hemos 
encontrado algunos ejemplos de este tipo de inserciones anómalas, 
normalmente fragmentos de T-DNA truncados, en algunas líneas T-DNA.  
Entre las 17 líneas mutantes que presentaron ausencia de cosegregación, en 
dos de ellas (1862 ET MM y 2666 ET MM) se ha determinado si estas 
mutaciones están causadas por algún T-DNA truncado o por alguna secuencia 
del cuerpo del vector. Se ha comprobado que no es así ya que, tras realizar 
una batería de PCRs del vector pD991 (vector utilizado para generar las líneas 
T-DNA) constituida por 21 amplicones, no se observó amplificación alguna. 
Con estos datos, se pudo concluir que las mutaciones observadas en las líneas 
1862 ET MM y 2666 ET MM son de naturaleza somaclonal. En resumen, con 
estos análisis se intenta establecer si existe alguna posibilidad de etiquetado 
molecular entre un fragmento de ADN de secuencia conocida y el gen que 
produce el fenotipo mutante antes de proceder con los costosos trabajos en 
tiempo y recursos que son necesarios para realizar un clonaje por 
secuenciación. 
Cuando no se ha podido establecer ningún tipo de cosegregación entre una 
secuencia de ADN conocida y el fenotipo mutante hay que recurir a técnicas de 
clonaje por secuenciación. Para ello, primero hay que cruzar las plantas 
mutantes con Solanum pimpinellifolium, y autofecundar la F1 para obtener 
semillas F2. Después, en la generación F2, se debe identificar plantas WT y 
plantas mutantes y secuenciar el genoma de esas plantas para ver los cambios 
genéticos que comparten todas las plantas F2 mutantes. El procedimiento es 
costoso en tiempo, esfuerzo y recursos económicos por lo que lo estamos 






5.5.- Identificación y caracterización de mutantes con 
alteraciones en la parte aérea  
En este trabajo de Tesis se han detectado dos líneas mutantes (1405 ET MM, 
1440 ET MM) que presentan alteraciones en el desarrollo del meristemo apical. 
En las plantas con fenotipo mutante se ve el desarrollo de una o dos hojas 
verdaderas y posteriormente se observa la interrupción en el crecimiento de la 
zona apical del tallo. Se analizó una de las líneas (1440 ET MM) en el 
invernadero y se vio la misma alteración que se observa en condiciones de 
cultivo in vitro. Además, algunas plantas, en las que el meristemo retomó su 
capacidad de formar nuevas hojas al cabo de unos días, presentan importantes 
alteraciones morfológicas. En tomate se han descrito mutantes que presentan 
alteraciones el desarrollo apical. Keddie y colaboradores (1998) caracterizaron 
el mutante dem (defective embryo and meristem) que no tiene ápice 
meristemático. Los autores clonaron el gen DEM y tras el análisis del patrón de 
expresión vieron que se expresa en el ápice meristemático a niveles altos. La 
proteína que codifica DEM tiene dos homólogos, CYPRO4 (identidad 93%, 
similitud 98%) de alcachofa (Artichoke thistle) y YNV2 (identidad 33%, similitud 
51%) de levadura (Saccharomyces cerevisiae). La función de estas proteínas 
es desconocida. Los autores concluyeron que DEM juega un papel muy 
importante en el desarrollo del ápice meristemático en tomate (Keddie et al., 
1998). Por otro lado, Brand y colaboradores (2007) realizaron un escrutinio en 
una población mutagenizada de tomate e identificaron mutantes con diversos 
grados de alteración en el desarrollo apical. Dentro de los mutantes 
identificados, el mutante goblet (gob) tiene un severo fenotipo de alteración del 
ápice meristemático. Mediante análisis con microscopía electrónica, se ve que 
el mutante gob no tiene ápice y no se forman primordios de hojas. Otro 
mutante, expelled shoot (exp), es capaz de producir cuatro o cinco hojas y 
posteriormente el meristemo apical se detiene. Los autores mencionan que el 
meristemo se recupera en raras ocasiones y, por tanto, produce una planta 
anormal, lo cual coincide con lo que visto en nuestros mutantes. Por último, 





de formar un par de hojas verdaderas (Brand et al., 1998). En Arabidopsis, Lee 
y colaboradores (2014) caracterizaron un doble mutante (sue slk2) el cual 
carece de meristemo apical. Los autores mencionan que la ausencia del ápice 
en el doble mutante se asocia con la expresión reducida de los genes KNOXI, 
STM (SHOOTMERISTEMLESS), BREVIPEDCELLUS y KNAT2. Además, tras 
elevar la expresión de STM se restaura el desarrollo del ápice en el doble 
mutante, pero no su actividad post embrionaria, mientras que la formación y 
actividad post embrionaria del ápice se rescata cuando se expresa SLK2. Los 
autores concluyen que SEUSS y SLK2 (SEUSS-LIKE 2) tienen una función 
redundante en el desarrollo del ápice y probablemente actúan para promover la 
actividad de la ruta KNOXI. Hasta el momento no hay trabajos en tomate donde 
se haya realizado el análisis funcional de genes responsables del desarrollo del 
meristemo apical. Debido a que uno de los mutantes (1440 ET MM) presenta 
cosegregación inserto T-DNA y el fenotipo mutante esperamos llegar a conocer 
el gen alterado en breve. Una vez clonado el gen responsable de la pérdida en 
la actividad del meristemo apical en este mutante, se abordará su análisis 
funcional. 
2489 ET MM 
El mutante 2489 ET MM presenta una alteración muy peculiar. Las plantas 
crecen mucho más despacio que las WT, son muy compactas y las hojas son 
de menor tamaño, arrugadas y con los bordes ondulados, y tienen una 
pigmentación verde más oscura. Las inflorescencias y flores tienen un 
desarrollo anormal aunque se ha conseguido observar la formación de un fruto. 
Parnis y colaboradores (1997) identificaron un mutante dominante similar al 
detectado en esta Tesis. Este mutante presenta un desarrollo de hojas 
extremadamente compactas y arrugadas, anomalías en el desarrollo 
reproductivo y una pigmentación de color verde oscuro similar a la del 2489 ET 
MM. Los autores mencionan que este fenotipo es debido a que el gen TKn2 
perteneciente a la clase I Kn1-Like, se encuentra sobreexpresado (Parnis et al., 
1997). Adicionalmente, Koka y colaboradores (2000) caracterizaron dos 





pimpinellifolium (cu-3, curl-3) que presentaban fenotipos similares al visto en 
nuestro mutante. Los autores observaron que tras la aplicación exógena de 
brasinolide y catasterona el fenotipo de dpy recobraba una apariencia WT. Sin 
embargo, cuando dejan de aplicar la hormona, las nuevas hojas rápidamente 
revertían al fenotipo dpy. También vieron que este mutante no revertía a 
fenotipo WT al aplicar los precursores de los brasinosteroides (campesterol, 
campestanol, 6-deoxocatasterona) por lo que sugieren que el mutante dpy 
puede estar afectado en la conversión de 6-deoxocatasterona a 6-
deoxoteasterona. En contraste con lo que ocurre con el mutante dpy, el 
mutante cu-3 no presenta respuesta a la aplicación exógena de 
brasinosteroides. Los autores mencionan que la expresión del gen relacionado 
con brasinosteroides LeBR1 tiene un nivel de expresión bajo en el mutante dpy 
en comparación con el WT. Sin embargo, cuando aplican brasinosteroides al 
mutante, los niveles de expresión de gen LeBR1 se elevan. 
Los brasinosteroides juegan un papel muy importante en la regulación de 
varios procesos del crecimiento y desarrollo de las plantas (Fariduddin et al., 
2014). Por tanto, dados los antecedentes comentados, se procedió a aplicar 
brasinosteroides de manera exógena a las plantas mutantes. Aunque no se 
observó una reversión total, el mutante 2489 ET MM sí que responde a la 
aplicación de brasinosteroides ya que se observa cómo las hojas se expanden 
y pierden ese aspecto arrugado típico del mutante. Este resultado nos permite 
conocer algo más de los mecanismos biológicos que están alterados en este 
mutante y, por tanto, nos va a facilitar un estudio más profundo del mismo. 
Además, a partir de esta información se puede abordar el estudio de los 
análisis de expresión de los genes que juegan un papel importante en la ruta 
de los brasinosteroides en otras especies. El abordaje del mapeo y clonaje del 
gen afectado es también muy importante ya que actualmente no se han 
clonado los genes que tienen un papel clave en la ruta de biosíntesis de los 







1381 ET MM 
El mutante 1381 ET MM presenta alteraciones en el desarrollo de las hojas. 
Éstas tienen un menor número de foliolos y otras alteraciones morfológicas. 
David-Schwartz y colaboradores (2009) describen el mutante espontáneo lyr 
(lyrate) de tomate con las mismas alteraciones que se han visto en nuestro 
trabajo. Los autores encontraron que el fenotipo lyr resulta de una mutación de 
perdida de función del gen ortólogo JAGGED de Arabidopsis, un regulador 
positivo en la división celular de órganos laterales. Ellos mencionan que LYR 
actúa al promover la expansión de órganos aéreos y el patrón de expresión de 
LYR es puntual durante el desarrollo de la hoja, coincidiendo con el punto 
máximo de respuesta a auxinas y subsiguiente iniciación del desarrollo de la 
hoja. También añaden que LYR promueve la respuesta a auxinas en la hojuela 
en desarrollo, primero para dirigir la iniciación del primordio y luego para 
promover la expansión de los bordes. Además, comprueban que la expresión 
de dos genes (LeT6, ortólogo de STM, y TKN1) de la familia de factores de 
transcripción KNOX se encuentra elevada en el mutante lyr. Con estos datos, 
sugieren que LYR regula negativamente la expresión de genes KNOX en el 
desarrollo de las hojas en tomate (David-Schwartz et al., 2009). Como se vio en 
el apartado de resultados, la mutación que provoca el fenotipo en el mutante 
1381 ET MM cosegrega con el inserto T-DNA con nptII funcional. El gen 
etiquetado ya ha sido clonado, gracias a la colaboración con el Dr. Rafael 
Lozano Ruiz de la Universidad de Almería y se ha comprobado que el T-DNA 
ha provocado la disrupción de gen LYR de Moneymaker (fondo génico utilizado 
en el laboratorio). Además de que este mutante aporta un nuevo alelo de LYR 
al ya descrito por David-Schwartz y colaboradores (2009), sería interesante 
conocer más sobre cómo los factores moleculares y reguladores fisiológicos 
pueden influir en la gran variedad de patrones morfológicos de las hojas.  
2635 ET MM  
La línea mutante 2635 ET MM, que fue identificada recientemente, presenta 
alteraciones en la morfología de las hojas, su raquis es más corto y los foliolos 





de los órganos reproductivos. Así, la mutación provoca la caída de algunos 
frutos lo cual da como resultado la cosecha de pocos tomates por 
inflorescencia (~1-2 frutos con semillas). Nuestros datos, nos permiten aceptar 
la hipótesis de que se trate de una mutación provocada por la alteración de un 
gen y que su naturaleza sea semidominante ya que cuando el gen alterado se 
encuentra en homocigosis la alteración de la morfología foliar se exacerba y las 
plantas no forman frutos debido a que las flores abortan. El análisis de 
cosegregación nos permitió asegurar con una probabilidad de fallo de 1.7% que 
existe cosegregación inserto T-DNA con nptII funcional y el fenotipo mutante. 
Este dato es muy importante ya que facilita el camino hacia la futura clonación 
del gen alterado porque ha quedado etiquetado por un inserto T-DNA. Debido a 
la reciente identificación del mutante, hay que realizar una caracterización más 
extensa para conocer con más detalle qué partes de la planta se encuentran 
alteradas. Además, el análisis del contenido de hormonas endógenas podría 
aportar una valiosa información sobre los mecanismos biológicos afectados en 
este mutante.  
 
5.6.- Identificación y caracterización de mutantes afectados en 
el desarrollo radicular 
Se han identificado varias mutaciones que causan diferentes alteraciones tanto 
en el sistema radicular embrionario como en el adventicio. Una de las 
cuestiones que nos planteamos al empezar este sistema de escrutinio 
mediante cultivo in vitro era si los resultados observados en estas condiciones 
se reproducirían cuando se cultivaran las plantas in vivo. Cuando se han 
cultivado plantas mutantes en invernadero, se ha corroborado el fenotipo 
observado in vitro en todos los casos, por lo que, por nuestra experiencia, el 
empleo del cultivo in vitro puede ser un sistema ideal para la detección de este 
tipo de mutantes. 
En algunos mutantes se vieron, además de las alteraciones en las raíces, otros 





los frutos, etc. En el caso de estos mutantes, estos cambios hacen que la 
obtención de semillas TG3 mutantes sea muy complicada. El número de 
semillas mutantes que se han obtenido ha sido muy bajo y, en la mayoría de 
los casos, estas semillas tenían una baja viabilidad. Por lo tanto, para realizar 
la mayoria de las evaluaciones se tuvo que recurrir a semilla proveniente de 
una planta de fenotipo WT pero que tuviese la mutación en hemicigosis para 
que en su progenie se observara un segregación 3 WT: 1 M. Estas alteraciones 
pleiotrópicas se han visto también en mutantes de raíz identificadas por Hoth 
(2013), tras caracterizar los mutantes (ara) de raíz de tomate, e Ivanchenko y 
colaboradores (2006), al caracterizar tres mutantes (dgt1-1, dgt1-2, dgt-dp 
[droopy]), también de tomate. Además, Hoth (2013) también observó la 
dificultad en obtener semillas a partir de sus mutantes (ara 2) por lo que tuvo 
que recurrir a retrocruces con plantas WT y utilizar poblaciones segregantes 
para la mutación para continuar con sus evaluaciones. Posiblemente, la 
incapacidad de los mutantes de presentar un buen desarrollo radicular tenga 
como consecuencia una baja capacidad de nutrirse de los elementos presentes 
en las soluciones nutritivas del sustrato lo cual podría causar un efecto general 
en el desarrollo de las plantas mutantes. Una alternativa para superar este 
inconveniente y que está funcionando en algunas líneas mutantes es el uso de 
injertos. Además, las plantas injertadas (parte aérea WT con raíz mutante y 
viceversa) pueden dar una información muy valiosa a la hora de interpretar los 
efectos que tiene la mutación en la parte aérea de la planta como los 
resultados obtenidos en la línea 1862 ET MM. 
Se estudió el comportamiento de algunos mutantes cuando se cultivan en 
medios suplementados con distintas auxinas tanto naturales como de síntesis, 
al igual que a diferentes concentraciones. Tras el cultivo de los mutantes en 
estos medios, el fenotipo de alteración de la raíz no revertía en ninguna de las 
líneas identificadas. Este resultado coincide con el de Rogg y colaboradores 
(2001), quienes no observaron respuesta en el mutante de Arabidopsis iaa28 
de ganacia de función tras la aplicación de auxinas. Quint y colaboradores 
(2009) también observaron tras caracterizar el mutante et5 de Arabidopsis que 





(Quint et al., 2009). Este fenomeno también fue observado por Okushima y 
colaboradores (2005) al ver que el mutante arf19-1 presentaba un menor 
crecimiento de la raíz al aplicarle auxinas exógenas. Sin embargo, Chun y 
colaboradores (2003) al aplicar auxinas exogénas al mutante de enraizamiento 
en arroz (lrt1) observaron la restauración del fenotipo y que la densidad de la 
raíces laterales aumentaba en paralelo con el incremento de las 
concentraciones de auxinas. En al caso de tomate, el mutante dgt, se ha 
caracterizado como resistente a la aplicación de auxinas exógenas (Ivanchenko 
et al., 2006). La señalización y el transporte de auxinas son componentes 
integrales en el desarrollo de las raíces tanto embionarias como las 
adventicias. Una alteración en cualquiera de estas rutas metabólicas podría 
provocar una reducción en la respuesta a las auxinas.  
Se identificaron dos líneas mutantes, 1608 ET MM y 2666 ET MM, que no 
elongan la raíz principal embrionaria como lo hace una plántula WT. Esta raíz 
detiene su crecimiento poco después de la germinación, 6-7 días después de la 
emergencia de la radícula. Ühlken y colaboradores (2014) caracterizaron un 
mutante de pérdida de función en Arabidopsis. El mutante, mail1, presenta 
alteraciones en el desarrollo de la raíz primaria, ya que su crecimiento se 
interrumpe 6 días después de germinar. Ellos vieron que en ese momento las 
células del meristemo de la raíz primaria se encontraban, en su mayoría, 
muertas. También observaron el desarrollo de raíces adventicias en el cuello 
de las plantas mutantes. Sugieren que el desarrollo de raíces adventicias en 
este mutantes representa un mecanismo para compensar la pérdida del 
potencial de crecimiento de la raíz principal. Además, el análisis de expresión 
de los genes esenciales para el mantenimiento del nicho de células 
fundadoras, WOX5 (WUSHEL-RELATED HOMEOBOX) y SHR 
(SHORTROOT), reveló que estos genes tenían un nivel de expresión más bajo 
en los mutantes que en plantas WT tanto en la raíces adventicias como en la 
raíz principal (Ühlken et al., 2014). En los mutantes que hemos identificado, un 
análisis más detallado de la zona apical de la raíz embrionaria podría aportar 
más información sobre el mecanismo afectado. La futura identificación de los 





están implicados en el mantenimiento de la elongación de la raíz primaria en 
tomate.  
Los mutantes 1662 ET MM y 1862 ET MM no tienen afectado el desarrollo de 
la raíz principal pero presentan alteraciones en el desarrollo del sistema 
radicular lateral. Estas raíces emergen más tarde que las de las plantas WT, 
son de mayor grosor y su crecimiento se detiene. Lucas y colaboradores 
(2011), tras caracterizar el mutante shr de Arabidopsis, fueron capaces de ver 
que SHR (SHORTROOT) también es necesario para la emergencia de las 
raíces laterales. Mediante microscopía electrónica observaron que las raíces 
que emergían a partir de la raíz primaria eran más gruesas que las de plantas 
WT. Al analizar la organización celular mediante microscopía confocal vieron 
que el patrón de organización celular en el mutante se encontraba alterado. Los 
autores concluyen que SHR es requerido para la iniciación, el mantenimiento 
del patrón radial y la organización de los primordios de las raíces laterales 
(Lucas et al., 2011). Por otro lado, De Veylder y colaboradores (1999) han 
aislado un nuevo gen tipo-D ciclina (CYCD4;1). Mediante hibridación in-situ 
vieron que este gen se expresa durante los procesos de desarrollo de tejido 
vascular, embriogénesis y en la formación de los primordios de la raíz lateral. 
Los autores vieron una reducción en la transcripción del gen en la zona distal 
del primordio de la raíz lateral. Mencionan que puede existir una señalización 
negativa producida por el meristemo que se acaba de formar. También vieron 
que cuando el nuevo primordio lateral se encuentra completamente 
desarrollado, la expresión de CYCD4;1 se reprime. Los autores concluyen que 
se requiere la expresión de CYCD4;1 para la organogénesis de las raíces 
laterales pero no para el mantenimiento de la división celular (De Veylder et al., 
1999). Posteriormente, Nieuwland y colaboradores (2009) descubrieron que 
CYCD4;1 también modula la densidad de raíces laterales en Arabidopsis 
(Nieuwland et al., 2009). Fukaki y colaboradores (2002) caracterizaron un 
mutante de ganancia de función en Arabidopsis (slr). El mutante dominante slr 
no presente enraizamiento lateral. El análisis con marcadores de ciclo y 
diferenciación celular reveló que slr bloquea la división celular de las células del 





posicional, comprueban que SLR codifica para IAA14 y terminan concluyendo 
que SRL/IAA14 es un regulador clave en la formación de las raíces laterales 
(Fukaki et al., 2002). En el caso de tomate, Ivanchenko y colaboradores (2006) 
caracterizaron tres mutantes (dgt1-1, dgt1-2, dgt1-dp) que no forman raíces 
laterales y vieron que la mutación provoca una disrupción en el desarrollo de 
los primordios de las raíces laterales. Tras la clonación del gen afectado, vieron 
que el producto génico era una ciclofilina de tipo A y que el gen se expresa en 
la iniciación y desarrollo de la raíz lateral. Finalmente, concluyen que el gen 
DGT es esencial para la morfogénesis de la raíz lateral (Ivanchenko et al., 
2006). La identificación de los genes que son responsables de suprimir el buen 
desarrollo de las raíces laterales podría aportar más información sobre el 
control genético implicado en el enraizamiento lateral en tomate con las 
implicaciones tanto básicas como aplicadas que ello conllevaría. 
Una alteración que se ha observado en los mutantes de raíz detectados fue la 
incapacidad o dificultad de desarrollar raíces adventicias. Aunque en algunos 
mutantes se observa la emergencia de raíces adventicias, éstas son de menor 
longitud, más gruesas y no tienen un desarrollo secundario como el de las 
plantas WT. Inukai y colaboradores (2005) caracterizaron un mutante (crl1) en 
arroz (Oryza sativa) que no era capaz de desarrollar raíces de la corona, un 
tipo de raíces adventicias que es muy importante en el sistema radicular de 
cereales. CRL1 (CROWN ROOTLESS1) codifica un miembro de la familia 
proteica ASYMETRIC LEAVES2/LATERAL ORGAN BOUNDARIES, y su 
expresión se localiza en las zonas de iniciación de raíces adventicias en arroz. 
Los autores mencionan que CRL1 cuenta con dos elementos de respuesta a 
auxinas en su región promotora (AuxREs). Ellos concluyen que CRL1 codifica 
un regulador positivo para la formación de raíces adventicias en arroz y que su 
expresión es directamente regulada por factores de respuesta a auxinas (ARF) 
en la ruta de señalización de auxinas (Inukai et al., 2005). En un estudio 
posterior, Coudert y colaboradores (2011) añaden que los genes FAS1/FSM, 
GTE4 y MAP requieren la activación de CRL1 mediada por auxinas y que estos 
genes probablemente son regulados de forma directa por CRL1. Estos genes 





celular y la remodelización de la cromatina. Los autores sugieren que estos 
genes están controlados por CRL1 y que se involucran en la iniciación de las 
raíces adventicias en arroz (Coudert et al., 2011). En conclusión, los mutantes 
de raíz descritos en este Trabajo de Tesis pueden ser una fuente de 
identificación de genes clave en el desarrollo radicular en tomate. La posibilidad 
de establecer homologías con genes implicados en el enraizamiento de otras 
especies nos puede ayudar a profundizar en el conocimiento de este carácter 
tan importante y que puede tener también un elevado impacto a nivel aplicado. 
 
5.7.- Identificación y caracterización de mutantes con fenotipo 
de muerte celular y necrosis  
En este Trabajo de Tesis se han identificado varios mutantes que presentan 
diferentes reacciones necróticas o de muerte celular que dan como resultado la 
necrosis de algunas partes o la muerte de toda la planta. Se han identificado 
dos mutantes (1421 ET MM, 2142 ET MM) con un fenotipo de respuesta 
necrótica general lo cual provoca que las plantas mutantes colapsen y mueran. 
En las plantas mutantes de la línea 1421 ET MM la necrosis empieza en el 
hipocótilo de las plántulas, posteriormente avanza de forma ascendente y 
termina por necrosar las plantas por completo. Jabs y colaboradores (1996) 
identificaron un mutante en Arabidopsis (lsd1) en el cual la muerte celular no 
podía ser controlada y causaba un efecto parecido. Posteriormente, Dietrich y 
colaboradores (1997) mencionan que LSD1 codifica para una proteína zinc-
finger que podría actuar como un regulador negativo de señal para programar 
la muerte celular. En arroz, Jian-yang y colaboradores (2012) identificaron un 
mutante (lms1) en el cual la necrosis se propagaba a toda la planta. Tras 
pruebas moleculares, los autores concluyeron que el gen LMS1 se encuentra 
entre el marcador Indel1 y MM0112-4 a una distancia de 400 kb en el 
cromosoma 6, pero no ha podido ser clonado todavía. Nuestros mutantes son 
un valioso material para continuar con el estudio de los mecanismos que 





de los genes que se encuentran alterados en los mutantes de este trabajo 
también pueden ayudar a mejorar el conocimiento de la maquinaria molecular 
implicada en los procesos de muerte celular en esta especie. 
Por otro lado, en alguno de los mutantes (2477 ET MM, 1512 ET MM), se ve la 
formación de manchas necróticas en los foliolos, manifestándose generalmente 
en las hojas viejas y evolucionando dentro de la planta de forma ascendente, 
es decir, primero se ven en la base y conforme pasa el tiempo se ven también 
en la parte apical de la planta. En el mutante 1512 ET MM además de 
presentar las manchas necróticas en los foliolos, también tiene afectado su 
desarrollo vegetativo ya que presenta clorosis general y un porte débil. Otro de 
los mutantes, 2477 ET MM, no presenta alteraciones vegetativas importantes; 
las zonas necróticas aparecen en los foliolos de las hojas más viejas pero no 
afecta de forma significativa al crecimiento de la plantas. En la bibliografía se 
ha encontrado alguna referencia de un mutante que pudiera estar relacionado 
con los vistos aquí. Barker y colaboradores (2006) identificaron un mutante de 
tomate (M205) que presentaba un retraso en el crecimiento, marchitez y una 
necrosis progresiva que empezaba por la hojas viejas. Mediante RT-PCR los 
autores vieron que algunos genes de defensa (PR-1, PR-5 y Lehsr203J) se 
encontraban en el mutante altamente expresados en comparasión con las 
plantas WT. También mencionan que las plantas mutantes presentan una 
mayor resistencia a Oidium lycopersici en comparasión con el WT. Los autores 
concluyen, tras diferentes análisis moleculares, que el mutante M205 habría 
experimentado una recombinación en el locus Cf-9, generando un gen 
quimérico (Hcr9-M205) que codifica para una proteína autoactiva. 
Tras los análisis de cosegregación, se puede decir con una probabilidad de 
fallo menor del 1.8% que la mutación en la línea 2477 ET MM es insercional. 
De hecho, mediante Anchor-PCR, se ha identificado las regiones flanqueantes 
del T-DNA insertado en la línea 2477 ET MM y se ha visto que la inserción 
ocurrió en el gen Solyc11g011960.1 el cual codifica una proteína de tipo UDP-
glucosa pirofosforilasa. Este gen presenta homología con dos genes de 





pirofosforilasa. Se ha demostrado que estos genes juegan un papel importante 
en la regulación de la muerte celular en Arabidopsis (Chivasa et al., 2013; Park 
et al., 2010). Por lo que respecta a la redundancia génica vista en Arabidopsis, 
en tomate también existe otro gen (Solyc05g054060.2) que codifica una 
proteína UDP-glucosa pirofosforilasa localizado en el cromosoma 5. Sin 
embargo, al detectar el mutante 2477 ET MM con un fenotipo de necrosis, 
pensamos que los dos genes (Solyc11g011960.1 y Solyc05g054060.2) no tiene 
función redundante en tomate. Se deberían realizar análisis funcionales 
comparativos de ambos genes para poder profundizar en su función y en un 
posible mecanismo diferencial respecto de Arabidopsis. Hasta el momento no 
se ha descrito en tomate ningún gen que codifique para una proteína UDP-
glucosa pirofosforilasa. Por tanto, el gen etiquetado en esta línea mutante 
puede ayudar a mejorar el conocimiento que se tiene sobre el mecanismo de 
necrosis y muerte celular en tomate. Con respecto a la posible relevancia 
agronómica, se deberían realizar estudios sobre el comportamiento de las 
plantas mutantes cuando son expuestas al ataque por patógenos para ver 
hasta qué punto esa respuesta necrótica puede tener relación con una reacción 
hipersensible que evite la propagación de patógenos por toda la planta.  
 
5.8.- Identificación y caracterización de mutantes con 
alteraciones en la respuesta morfogenética in vitro 
Se ha abordado la identificación de mutantes con respuesta morfogenética 
alterada a partir de un material vegetal que regenera perfectamente en 
condiciones de cultivo in vitro. Según hemos comprobado en la bibliografía 
consultada, ésta es la primera vez que se hace un escrutinio de este tipo para 
la identificación de mutantes que estén afectados de forma específica en 
procesos de regeneración adventicia. En cuanto a la especie elegida para 
realizar este proyecto, cabe destacar que algunos autores incluyen al tomate 
entre las especies de media o baja respuesta morfogenética (Locky, 1983), 





de conseguir la regeneración de plantas. Esto dificulta o puede llegar a impedir 
que se alcancen resultados al emplear técnicas basadas en el cultivo in vitro en 
las que es imprescindible la regeneración de plantas (Hamza y Chupeau, 1993, 
Frary y Earle, 1996). Las líneas T-DNA con las que se ha trabajado en el 
presente proyecto se han obtenido a partir de un cultivar que no presenta 
problemas para la regeneración en nuestras condiciones. Por lo que respecta a 
la identificación de mutaciones que afecten la capacidad organogénica, hay 
que tener en cuenta que cualquier mutación dominante de anulación de función 
(e.g.: que impidiera la regeneración) no se detectaría porque no se podría 
obtener la planta transgénica original (TG1). En cambio, si la mutación es 
recesiva (sólo aparece cuando la planta porta el alelo mutado en homocigosis), 
la planta transgénica se puede desarrollar perfectamente porque, al ser 
hemicigótica, el alelo mutante no interfiere en el proceso de regeneración. Por 
ello, para identificar este tipo de mutantes se ha hecho imprescindible realizar 
el escrutinio en progenies TG2 (descendencias de la línea transgénica original) 
para detectar mutaciones con efecto recesivo. 
Por otra parte, hay que tener en cuenta la dificultad metodológica que supone 
este tipo de escrutinios ya que, si se ha producido alguna alteración en el 
desarrollo de la plántula o ha habido una manipulación inadecuada durante la 
extracción de los explantes, puede que éstos no regeneren, en cuyo caso se 
corre el riesgo de calificar una línea como mutante, cuando en realidad no lo 
es. Para evitar este problema se realizó un diseño experimental en el que, tras 
la identificación inicial de un mutante se hizo inmediatamente un experimento 
de corroboración con un número mayor de individuos. Por otro lado, el medio y 
las condiciones de cultivo que se han utilizado para la detección de mutantes 
con alteraciones en la capacidad morfogenética in vitro deben estar 
perfectamente ajustados para que la eficacia de regeneración sea del 100%. 
Esto es lo que permite tener la certeza de que un evento de no regeneración en 
varias plantas de una línea se deben a una alteración genética y no a un fallo 
en la manipulación o el cultivo de los explantes. Dicho de otro modo, la 
utilización de un medio y condiciones que no fueran óptimas para la 





cuando no lo son con la consiguiente pérdida de tiempo y recursos. En 
definitiva, este escrutinio sólo puede tener éxito si se tiene perfectamente 
puesto a punto el sistema de regeneración tanto en las condiciones de cultivo, 
como en el medio de cultivo y en el conocimiento y manejo adecuado del 
material vegetal. 
La metodología que se utilizó para la identificación de mutantes alterados en la 
respuesta morfogenética in vitro en este trabajo de Tesis Doctoral es una 
estrategia novedosa. Partiendo del cultivo de explantes de cotiledón de 
progenies TG2 provenientes de una población de líneas mutagenizadas, el 
posterior cultivo en un medio de cultivo óptimo para la regeneración y el 
fenotipado para detectar líneas en las cuales se observen explantes incapaces 
de regenerar nos puede dar como resultado la detección de mutantes que 
hayan sufrido alteración genéticas (e. g.: disrupción de gen clave y/o específico 
para la regeneración) que lleven como resultado la incapacidad de regenerar 
como los explantes de plantas WT. El estudio para determinar qué genes son 
los implicados en la capacidad organogénica en plantas se ha llevado a cabo 
generalmente mediante el análisis del patrón de expresión de genes cuando se 
cultivan los explantes en medios de regeneración (Cary et al., 2002; Che et al., 
2006). Una de las críticas que se le podrían hacer a esta aproximación es que 
tras el corte de un explante (e. g.: cotiledón, foliolo, hipocótilo, tallo, etc.) y 
posterior cultivo, el estrés creado puede conducir a que un gran número de 
genes sean activados y, por lo tanto, se vea un cambio en el patrón de 
expresión de muchos genes que nada tienen que ver con la regeneración. En 
cambio, con la estrategia que estamos utilizando, la detección de mutantes de 
reducción o pérdida de respuesta morfogenética, se pueden identificar 
alteraciones que son provocados por genes mayores que controlan este 
proceso. Por lo tanto, creemos que la metodología que hemos utilizado es la 
más adecuada para buscar los genes que controlan y regulan de forma 
específica el proceso de regeneración en tomate.  
El estudio de la respuesta morfogenética se ha llevado a cabo extensivamente 





realizadas, algunos estudios han sugerido que existe un control genético similar 
entre la regeneración adventicia de ápices meristemáticos y la iniciación de las 
raíces laterales. Las raíces laterales de las plantas se originan a partir del 
periciclo (Dubrovsky et al., 2001) y se ha establecido que los explantes de raíz 
desarrollan los callos organogénicos a partir de células periclinales, en un 
medio de inducción de callo y, posteriormente, ápices en un medio de 
inducción de ápices (Atta et al., 2009; Sugimoto et al., 2010; Sangwan et al., 
1992; Che et al., 2007). Por otra parte, un estudio reciente ha demostrado que 
la formación de callo organogénico a partir de explantes de raíz, cotiledón y 
pétalos está bajo el mismo control genético que el de la iniciación de la división 
de células del periciclo (Sugimoto et al., 2010). Tras el análisis de los mutantes 
de Arabidopsis alf4-1 (aberrant lateral root formatio 4) en los cuales se bloquea 
la iniciación de la las raíces laterales, la formación de callo organogénico y la 
regeneración a partir de explantes de raíz se encuentra drásticamente 
reducida. Los autores sugieren que la formación de callo organogénico y la 
formación de raíces laterales comparte muchos elementos (Sugimoto et al., 
2010). Por otro lado, Atta y colaboradores (2009) mencionan que tras el cultivo 
de explantes de parte aére de la planta y de raíz, se expresan genes 
específicos de raíz (WOX5, SCR, SHR, PLT1, RCH1), lo cual les hizo sugerir 
que el mecanismo de regeneración adventicia de ápices meristemáticos y la 
formación de raíces laterales comparten un control genético similar.  
En el caso de los mutantes de regeneración detectados en este trabajo de 
Tesis, la línea 1524 ET MM presenta alteraciones fenotipicas que afectan 
también el enraizamiento. Sin embargo, tras el fenotipado de las plantas 
axénicas cultivadas en condiciones de cultivo in vitro, observamos que el 
enraizamiento embrionario y adventicio no presenta alteraciones claras en el 
resto de los mutantes de morfogénesis identificados. Según la hipótesis 
anteriormente planteada un mutante de regeneración debería tener alterado 
algún carácter relacionado con el enraizamiento lateral, pero esto no es así, al 
menos en el caso del tomate. Por lo que respecta a las otras tres líneas 
mutantes detectadas (1311 ET MM, 1801 ET MM, 2225 ET MM) se ha 





plantas cuyos explantes de cotiledón no fueron capaces de desarrollar ápices 
adventicios, son similares al de las plantas WT. Estos datos nos hacen pensar 
que, a diferencia de lo que se ha descrito en Arabidopsis, en el caso del tomate 
no hay una conexión estricta entre los procesos que generan la formación de 
callo y los que determinan la emergencia de raíces laterales. Puede que ambos 
procesos estén relacionados, pero nuestros datos indican que la incapacidad 
de formar un callo no está necesariamente ligada a la emergencia de raíces 
laterales, o a la inversa. 
Se han identificado cuatro mutantes que no regeneran brotes adventicios a 
partir de explantes de cotiledón. Dentro de estos mutantes, hay diferentes 
fenotipos, desde los que sólo experimentan una pequeña proliferación celular 
(2225 ET MM) hasta los que forma una gran cantidad de callo desorganizado y 
producen ciertas estructuras similares a hojas pero no son capaces de formar 
brotes adventicios (1311 ET MM). Esta gama de comportamientos nos pueden 
permitir estudiar de forma diferenciada los procesos biológicos que tienen lugar 
durante la regeneración. Es de destacar que dos de ellos prácticamente no 
difieren en su desarrollo vegetativo y reproductivo respecto de las plantas WT, 
lo cual hace aumentar su interés ya que el proceso alterado en estos mutantes 
parece ser específico de la regeneración adventicia. 
El modo de herencia de las mutaciones que afecta la capacidad de 
regeneración en este trabajo son todas monogénicas recesivas. En 
comparación, a traves de análisis géneticos de la regeneración en tomate, 
diverson autores sugieren que hay alelos dominantes que determinan una alta 
capacidad de regeneración (Koornneef et al., 1987; Fary y Illg, 1996; Satoh et 
al., 2000; Pratta et al., 2003; Marchionni et al., 2007). Por ejemplo, Koornneef y 
colaboradores (1993) encontraron un alelo dominante (Rg-1, Regeneration 1) 
proveniente de una especie silvestre de tomate (Solanum peruvianum). Los 
autores concluyeron, mendiente pruebas moleculares con RFLPs, que Rg-1 se 
localiza en el cromosoma 3.  
Uno de los aspectos que se ve en los mutantes 1524 ET MM y 1801 ET MM, es 





alteraciones en el desarrollo vegetativo en condiciones de cultivo in vitro al 
igual que en condiciones in vivo. Sin embargo, en nuestro trabajo se han 
identificado dos mutantes (2225 ET MM, 1311 ET MM) que en las condiciones 
estadar de cultivo tanto in vitro como in vivo, no presentan alteraciones en el 
desarrollo vegetativo. Este resultado es muy importante porque hasta el 
momento no conocemos la existencia de ningun mutante de tomate que 
solamente tenga alterada la capacidad de regenerar ápices adventicios in vitro. 
Esto aumenta el valor de estos mutantes, ya que al no tener alteraciones 
obvias en el desarrollo y solamente en la capacidad de regeneración de ápices 
adventicios, se pude inferir que el gen mutado es específico de regeneración. 
En la especie modelo Arabidopsis, Johnson y colaboradores (2011) 
caracterizaron un mutante (fla1-1) el cual presentaba una respuesta 
morfogénetica baja y, al igual que con nuestros mutantes (2225 ET MM, 1311 
ET MM), los autores mencionan que las plantas que tenían alterada la 
regeneración no presentaban diferencias fenotípicas en comparación con el 
WT.  
Los resultados obtenidos de la indentificación de líneas mutantes con 
alteraciones en la capacidad morfogenética in vitro, nos aporta un valioso 
material para determinar algunos de los genes clave para la regeneración. 
Esperamos que trabajos futuros permitan conocer cuáles son los genes 
alterados en cada una de las líneas detectadas.Por último, independientemente 
de la identidad genética de las mutaciones observadas en cada línea, la utilidad 
de identificar genes que puedan mejorar la capacidad de regeneración in vitro 
del tomate es evidente, tanto para el conocimiento básico como su utilización 




























1.  Se han evaluado 762 líneas T-DNA de tomate para detectar mutantes 
afectadas en caracteres del desarrollo temprano y/o en su capacidad de 
regeneración adventicia in vitro. Se han identificado 22 mutantes, de las 
que 21 portan una sola mutación, mientras el otro tiene dos mutaciones 
que segregan de forma independiente. Por tanto, se han detectado un 
total de 23 fenotipos mutantes diferentes. 
2.  Se han identificado cinco mutantes con alteraciones en el desarrollo 
radicular. Entre ellas hay mutantes afectados en la raíz embrionaria, en 
las raíces secundarias y/o en las raíces adventicias. Se ha analizado la 
influencia de la aplicación de auxinas exógenas en el fenotipo mutante. 
3.  Se han identificado seis mutantes con alteraciones en diferentes 
caracteres de la parte aérea. Entre ellas destaca una línea con 
alteraciones en la morfología foliar, de la que ya se ha clonado el gen 
afectado y otra, relacionada con los brasinosteroides, que exhibe 
cambios en múltiples caracteres. 
4.  Se ha identificado cuatro mutantes con fenotipo de muerte celular y 
necrosis y ya se ha clonado el gen alterado en una de estas líneas 
mutantes. 
5.  Se han identificado cinco mutantes afectados en la respuesta 
morfogenética. El abordaje utilizado para detectar este tipo de mutantes 
nos ha permitido identificar algunas líneas con alteraciones en diferentes 
fases del proceso de regeneración adventicia, como la formación de 
callo desorganizado, la diferenciación de yemas adventicias, o el 
desarrollo de las estructuras organogénicas hasta dar una nueva planta. 
La caracterización de estos mutantes ha abierto la posibilidad de 
encontrar genes específicos del proceso de organogénesis adventicia.  
6.  La mutación presente en la línea 2225 ETMM impide la formación de 





el medio de cultivo. La planta mutante no tiene afectado el desarrollo 
vegetativo tanto in vivo como in vitro, lo que indica que la mutación no 
afecta a los procesos de división celular in planta, sino que su efecto 
está restringido a la proliferación celular a partir de las zonas de corte de 
los explantes cultivados in vitro. Por otro lado, los callos de los explantes 
de la línea 1311 ETMM diferencian yemas pero no desarrollan brotes 
normales. Los análisis histológicos revelan que su anormal desarrollo se 
debe a un defecto en la organización de meristemos apicales 
adventicios. Lo más destacable es que las plantas mutantes no exhiben 
ninguna alteración fenotípica, lo que indica que el gen alterado cumple 
un papel específico en el desarrollo de meristemos adventicios. 
7.  Los análisis genéticos realizados en las 23 mutaciones detectadas en 
este Trabajo de Tesis Doctoral han indicado que en cinco de ellas existe 
cosegregación inserto T-DNA con nptII funcional y el fenotipo mutante 
con una probabilidad de fallo menor al 5%. En estos casos se puede 
abordar la clonación del gen afectado mediante Anchor-PCR. De hecho, 
gracias a la colaboración con el grupo del Dr. Lozano (Universidad de 
Almería) ya se han clonado los genes alterados en dos mutantes: el de 
la línea 1381 ET MM que codifica para una proteína de tipo lipasa con 
un dominio alpha-beta hidrolasa y el de la línea 2477 ET MM que 
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